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"SISTEMAS E METODOS PARA PRODUZIR CELULAS B
GENETICAMENTE  MODIFICADAS PARA EXPRESSAR ANTICORPOS
SELECIONADOS"

REFERENCIA REMISSIVA A PEDIDOS RELACIONADOS

[001]O presente pedido reivindica prioridade ao Pedido de Patente
Provisorio dos EUA n® 62/575.275, depositado no dia 20 de outubro de 2017, ao
Pedido de Patente Provisério dos EUA n® 62/580.303, depositado no dia 1° de
novembro de 2017, e ao Pedido de Patente Provisério dos EUA n® 62/623.371,
depositado no dia 29 de janeiro de 2018, cada um dos quais incorpora-se ao
presente documento por referéncia na integra como se tivesse sido aqui
estabelecido por inteiro.

DECLARACAO SOBRE A LISTAGEM DE SEQUENCIAS

[002]A Listagem de Sequéncias associada a este pedido é submetida em
formato de arquivo de texto em vez de em uma cépia em papel e incorpora-se ao
presente relatorio descritivo por referéncia. O nome do arquivo de texto que contém
a Listagem de Sequéncias é 18-024-WO-PCT_ST25.ixt. O arquivo de texto tem 184
KB, foi criado no dia 19 de outubro de 2018 e estd sendo enviado eletronicamente
via EFS-Web.

CAMPO DA INVENCAO

[003]A presente revelacao propde sistemas e métodos para modificar
geneticamente células B para que expressem anticorpos selecionados. Os sistemas
e métodos podem ser usados para: eliminar a necessidade de vacinacdes classicas;
oferecer protecado contra agentes infecciosos contra os quais ainda nao ha vacinas
disponiveis; oferecer protecdo contra agentes infecciosos quando os pacientes
tiverem a imunidade suprimida por algum outro motivo; e/ou prover um beneficio
oferecido por um anticorpo terapéutico, tal como no tratamento de transtornos

autoimunes.
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ANTECEDENTES DA INVENCAO

[004]As vacinas sdo desenvolvidas para aumentar a imunidade de um
paciente contra uma infec¢cdo especifica ao estimular as células B para que
produzam anticorpos contra o agente infeccioso almejado. A vacinagdo pediatrica
rotineira € uma intervencao clinica consagrada com risco comparativamente baixo e
alta eficacia. Contudo, infelizmente, ndo ha vacinas disponiveis contra todos os
agentes infecciosos. Por exemplo, todos os anos nos Estados Unidos, milhdes de
criangas consultam um médico ou dao entrada no pronto-socorro por causa de
infecgdes pelo Virus Sincicial Respiratério (RSV).

[005]Ha décadas, pesquisadores vém tentando desenvolver uma vacina
capaz de induzir as células B a produzir anticorpos que sejam eficazes contra virus
tais como o RSV, o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e o Zika virus. Porém,
todos os esforcos para induzir a producéo de anticorpos protetores fracassaram. A
Unica vacina contra o RSV amplamente testada na verdade s6 piorou a infec¢ao: os
anticorpos gerados ap6s a vacinagdao nao desativaram o virus, mas, em vez disso,
ampliaram sua capacidade de infectar células. Além do RSV, HIV e Zika virus, ha
varios outros agentes infecciosos contra os quais ndo ha vacinas eficazes a
disposicao.

[006]Além de combater infeccbes, os anticorpos também podem ser Uteis
como tratamento contra outras condicbes, tais como doencas autoimunes. No
entanto, essas terapias a base de anticorpos geralmente requerem repetidas
injecdes de anticorpos para manter a protecao.

[007]Também é digno de nota que varios pacientes sdo submetidos a
transplantes de células-tronco da medula 6ssea ou de células-tronco
hematopoiéticas como tratamento contra malignidades hematolégicas (por exemplo,
leucemia, linfoma, mieloma). J& outros pacientes recebem infusdes de células-tronco

hematopoiéticas geneticamente modificadas que oferecem um gene terapéutico de
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que o paciente carece. Todos esses tratamentos requerem que o sistema
imunoldgico subjacente do paciente seja suprimido antes da administracdo do
transplante ou de células-tronco hematopoiéticas geneticamente modificadas,
deixando uma janela de supressao imunoldgica perigosa antes de o sistema
imunoldgico do paciente repovoar-se apds o tratamento. Durante esse periodo de
supressdo imunoldgica, os pacientes sao extraordinariamente suscetiveis a
infecgdes, tais como por RSV, influenza, parainfluenza e metapneumovirus (MPV).
Essas infec¢des sao um fator de alto risco e estdo associadas a inimeros ébitos em
seguida a esses tratamentos.

SUMARIO DA INVENCAO

[008]A presente revelacao propde sistemas e métodos para modificar
geneticamente células B para que expressem anticorpos selecionados. Em
modalidades especificas, os anticorpos selecionados reduzem ou eliminam a
necessidade de vacinagdes existentes. Em modalidades especificas, os anticorpos
selecionados protegem contra a infeccdo por virus para os quais ainda nao ha
nenhuma estratégia de vacinacao eficaz a disposicao (por exemplo, RSV, HIV, Zika).
Em modalidades especificas, os anticorpos selecionados reduzem ou eliminam a
necessidade de inje¢do de anticorpos terapéuticos, tais como os administrados para
tratar varios transtornos autoimunes. Em modalidades especificas, os anticorpos
selecionados protegem pacientes com supressao imunologica contra infec¢gées. Em
algumas modalidades, os métodos da invencao podem ser usados para reprogramar
células B para protecdo contra centenas de diferentes agentes infecciosos ou
patégenos, tudo isso através de uma Unica manipulacdo de laboratério que leva
alguns dias.

[009]Em modalidades especificas, a presente invencdo propde esses
beneficios através da introdugdo direcionada de um constructo genético em uma

area especifica do genoma endogeno das células B. Relevantemente, a modificacdo
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genética das células B é complicada por causa da alta variabilidade das sequéncias
genéticas que € necessaria dentro dessas células para a diversidade dos anticorpos.
Esse alto grau de variabilidade genética faz com que mirar diretamente regides
codificantes de anticorpo para manipulacéo genética seja impraticavel. Além disso, a
remocao e substituicdo de por¢des codificantes do genoma das células B também
nao sao eficazes porque essa abordagem afeta negativamente a funcdo das
mesmas.

[010]0Outros desafios para modificar geneticamente células B para que
expressem anticorpos selecionados acontecem porque os anticorpos sdo compostos
por unidades proteicas distintas, chamadas de cadeias pesadas e cadeias leves. As
diferentes cadeias sado codificadas por diferentes porcées do genoma das células B,
mas ainda assim devem unir-se para formar um anticorpo funcional.

[011]A presente invencdo supera os desafios mencionados, dentre outros,
ao identificar uma regiao constante no genoma das células B que pode ser mirada
com confianga para a introducdo genética e que, quando modificada, resulta na
expressao preferencial de um constructo genético introduzido em comparagcéo a
porcdes correspondentes no genoma natural das células B. Essa estratégica supera
a variabilidade das sequéncias associada ao genoma das células B e também
supera a necessidade de remover e substituir porcées do genoma enddégeno das
células B para obter a expressao funcional do anticorpo selecionado. A superacao
da necessidade de remover e substituir porcdes do genoma endogeno das células B
preserva a funcao das células B ap6s a manipulacéo genética.

[012]Em modalidades especificas, a area mencionada almejada para
introducao genética € uma regido intrénica a montante ou a jusante de um elemento
intensificador Ey da SEQ ID N°: 85 (humana) ou SEQ ID N% 86 (muridea). Em
modalidades especificas, a area almejada para introducdo genética € uma regiao

intrénica constante da SEQ ID N2: 1 ou 2 (humana) ou SEQ ID N°: 3 ou 4 (muridea).
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Em modalidades especificas, as sequéncias de DNA humano dentro da SEQ ID N¢:
1 que serdo miradas para a introducao genética incluem as SEQ ID N 5-24. Em
algumas modalidades, as sequéncias de DNA humano dentro da SEQ ID N 2 que
serdo miradas para a introducdo genética incluem as SEQ ID N¢ 25-44. Em
modalidades especificas, as sequéncias de DNA murideo dentro da SEQ ID N°: 3
que serdo miradas para a introducdo genética incluem as SEQ ID N°: 45-64. Em
modalidades especificas, as sequéncias de DNA murideo dentro da SEQ ID N°: 4
que serdo miradas para a introducdo genética incluem as SEQ ID N°: 65-84.
Sequéncias genéticas particularmente capazes de mirar esses sitios para
modificacdo genética sdo descritas na presente revelagdo como RNA guia (QRNA)
de SEQ ID N®: 87-89 e 290-366.

[013]Em modalidades especificas, o posicionamento e os componentes de
um constructo genético introduzido resultam na expressao preferencial do constructo
genético introduzido em detrimento das por¢cdes correspondentes do genoma
enddgeno das células B. Essas modalidades também incluem elementos que
superam desafios associados a porcdes de anticorpos sendo codificadas por
diferentes regides do genoma enddgeno das células B.

[014]Em modalidades especificas, os constructos genéticos sdo introduzidos
em uma dentre as SEQ ID N%: 1, 2, 3 e 4 e incluem (i) um promotor; (ii) um peptideo
de sinal; (iii) um transgene que codifica toda uma cadeia leve de um anticorpo
selecionado; (iv) um ligante flexivel ou um elemento saltador; (v) a porgcao variavel
da cadeia pesada de um anticorpo selecionado; e (vi) uma juncao de splice que
resulta na expressao da regido constante da cadeia pesada enddgena da célula B.
Nessas modalidades, a expressao do anticorpo selecionado como um Unico
constructo supera os desafios associados a porcdes de anticorpos sendo
codificadas por diferentes regides do genoma enddgeno de células B. A inclusdo de

um ligante flexivel liga fisicamente a porcdo de cadeia leve e a porcdo de cadeia
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pesada do anticorpo selecionado expresso de uma maneira tal que permite que elas
formem uma unidade funcional e, ao mesmo tempo, reduz o risco de as por¢cdes de
anticorpo se ligarem a outras cadeias de anticorpo potencialmente expressas a partir
do genoma enddgeno da célula B. O uso de um elemento saltador nao interliga
fisicamente a porcdo de cadeia leve e a porcdo de cadeia pesada, mas sua
expressao em intima proximidade também resulta em associagdo para formar uma
unidade funcional ao passo que, ao mesmo tempo, reduz o risco de as por¢cdes de
anticorpo se ligarem a outras cadeias de anticorpo potencialmente expressas a partir
do genoma enddgeno da célula B. A inclusdo de uma juncao de splice resulta no
anticorpo selecionado incluindo uma regidao constante de cadeia pesada apropriada
para a ativacao atual e/ou estado de maturacéo da célula B. Em outras palavras, os
anticorpos expressos selecionados podem ser expressos com qualquer uma das
regides constantes de cadeia pesada endbgenas da célula B, e a regido constante
da cadeia pesada expressa com o anticorpo selecionado naturalmente pode mudar
com o tempo.

[015]A presente invencdo também propbe métodos para garantir que sé
células B que tenham sido geneticamente modificadas com eficacia para expressar
um anticorpo selecionado sejam coletadas para formulacdo e administracdo a
pacientes. Por exemplo, antes da modificacdo genética, uma célula B expressara
naturalmente anticorpos que incluam ou uma cadeia leve kappa ou uma cadeia leve
lambda. A célula B pode ser modificada para expressar uma cadeia leve diferente da
cadeia kappa ou lambda que ela expressa naturalmente, e somente as células B que
expressam a cadeia substituida sao selecionadas para formulacao e administracao.

[016]A presente invencdo também propde varias outras estratégias para
modificar com eficacia células B para que proporcionem os beneficios descritos
neste documento. Essas e outras estratégias sdo descritas mais plenamente na

Descricao Detalhada abaixo.
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BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[017]FIG. 1. Representacdo esquematica da resposta de células B a
estratégias de vacinagao classicas.

[018]FIGs. 2A a 2C. Representagbes esquematicas de estratégias de
vacinacao da técnica anterior contra o Virus Sincicial Respiratério (RSV): (FIG. 2A)
vacina de RSV inativado com formalina; (FIG. 2B) vacinas de RSV “aprimoradas”; e
(FIG. 2C) vacina de arcabouco de epitopo do RSV.

[019]FIGs. 3A a 3C. Sintese de tentativas anteriores para contornar a
vacinacdo e prover diretamente anticorpos protetores contra o RSV: (FIG. 3A)
injecdo de palivizumabe; (FIG. 3B) expressdo de palivizumabe mediada por
adenovirus; e (FIG. 3C) modificacao e diferenciacao genética de células-tronco.

[020]FIGs. 4A e 4B. Representacdes esquematicas de modalidades
especificas para estratégias de protecao reveladas neste documento: (FIG. 4A)
modificacao de células B para proteger contra o RSV; e (FIG. 4B) estratégia para
protecao simultanea.

[021]FIG. 5. Secrecao hipotética de palivizumabe por subtipos de células B
na presencga e auséncia de infeccao.

[022]FIGs. 6A, 6BA. As estruturas de (FIG. 6A) genes de anticorpo e (FIG.
6B) proteinas de anticorpo, destacando-se um desafio técnico da invencao: de que
anticorpos sao proteinas compostas por dois produtos génicos distintos. Em
modalidades especificas, constructos genéticos sintéticos que codificam anticorpos
selecionados revelados neste documento utilizam elementos saltadores (por
exemplo, peptideos auto-clivantes) para superar desse desafio.

[023]FIG. 7. Representagdo esquemdtica de um locus do gene de cadeia
pesada enddgeno que inclui segmentos V, D e J que recombinam-se, elementos
intensificadores, representados por um circulo e um ovoide, e 6 possiveis regides

constantes que podem ser expressas. As células B comecam expressando as
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regides constantes p/d, mas podem passar a usar as regides constantes y, a ou € ao
excluir o DNA interveniente. Note-se também que cada segmento V é associado a
um promotor de cadeia pesada indicado por uma seta que leva a expressao da
cadeia pesada apds a recombinacao.

[024]FIGs. 8A e 8B. Visto que duas proteinas unem-se para formar um
anticorpo, pode ser desejavel mirar ou inativar a cadeia pesada de anticorpo (IgH)
endogena e/ou a cadeia leve de anticorpo (IgL) enddgena da célula B. Na auséncia
desse direcionamento ou inativacdo, anticorpos hibridos indesejados poderiam se
formar (isto é, poderia ocorrer o pareamento de uma cadeia leve enddégena com uma
cadeia pesada do anticorpo selecionado ou vice-versa). (FIG. 8A) Uma abordagem
para mirar a IgH endbgena e uma quimera resultante que incluiria por¢des do
anticorpo selecionado (por exemplo, palivizumabe). (FIG. 8B) Uma abordagem para
inativacdo da IgL. Nas abordagens representadas, um coédon de parada pode ser
posicionado a montante do constructo genético introduzido (ou como parte do
mesmo).

[025]FIG. 9. Representacdo esquematica ilustrando as interacées de
intensificadores de cadeia pesada com (topo) um VDJ endégeno ou (base) um VDJ
sintético codificado por um constructo genético introduzido. Os promotores sao
representados por setas. O acido nucleico é representado por blocos. As células B
expressam o acido nucleico que fica a jusante do promotor mais préximo ao
intensificador Ep. No genoma de célula B enddgeno representado na FIG. 9, o
primeiro promotor a montante mais proximo do intensificador Ep conduz, entdo, a
expressao dos segmentos VDJ enddgenos da cadeia pesada. A introducao de um
constructo genético que inclui um promotor entre o intensificador Ey € o primeiro
promotor enddégeno resulta na célula B expressando o constructo genético
introduzido em vez dos segmentos VDJ endbgenos da cadeia pesada. Esse gene

introduzido poderia ser um regido variavel VDJ de uma cadeia pesada, uma cadeia
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leve de anticorpo completa pareada com o VDJ varidavel da cadeia pesada, ou outro
gene sintético que possa ser expresso pela fusdo com uma regido constante da
cadeia pesada de uma célula B. Na FIG. 9, as regides constantes sao indicadas
individualmente para destacar que o constructo genético introduzido pode ser
expresso com qualquer uma das possiveis regides constantes da cadeia pesada.

[026]FIG. 10. Regides alvo para introducao (humanas). Regibes para a
introducdo do constructo genético no genoma: #1: da regidao terminal J (IGHJ6 em
seres humanos, IGHJ4 em camundongos) ao intensificador Eu, ou #2: do
intensificador Ep as sequéncias repetitivas da regidao de alternancia do dominio
constante.

[027]FIG. 11A, 11B. (FIG. 11A) intensificador intrénico Ey humano (SEQ ID
N?: 85) e sequéncia de DNA humano a mirar para a introdu¢ao genética, incluindo
de IGHJ6 ao intensificador intrénico Ey (SEQ ID N2 1); (FIG. 11B) exemplos de
sitios alvo de gRNA (por exemplo, sgRNA) (SEQ ID N® 5-24) e sequéncias de gRNA
(SEQ ID N°: 88, 89 e 290-307) associados.

[028]FIGs. 12A, 12B. (FIG. 12A) Sequéncia de DNA humano a mirar para a
introducao genética, incluindo do intensificador intrénico Ep a regido de alternancia
(SEQ ID N¢: 2); (FIG. 12B) exemplos de sitios alvo de gRNA (por exemplo, sgRNA)
(SEQ ID N? 25-44) e sequéncias de gRNA (SEQ ID N?: 308-327) associados.

[029]FIGs. 13A, 13B. (FIG. 13A) intensificador intrénico Ep murideo (SEQ ID
N?: 86) e sequéncia de DNA murideo a mirar para introducédo genética, incluindo de
IGHJ4 ao intensificador intrénico Ep (SEQ ID N2: 3); (FIG. 13B) exemplos de sitios
alvo de gRNA (por exemplo, sgRNA) (SEQ ID N°: 45-64) e sequéncias de gRNA
(SEQ ID N°: 87 e 328-346) associados.

[030]FIGs. 14A, 14B. (FIG. 14A) sequéncia de DNA murideo a mirar para a
introducao genética, incluindo do intensificador intrénico Ep a regido de alternancia

(SEQ ID N¢: 4); (FIG. 14B) exemplos de sitios alvo de gRNA (por exemplo, sgRNA)
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(SEQ ID N? 65-84) e sequéncias de gRNA (SEQ ID N°: 347-366) associados.

[031]FIGs. 15A, 15B. A FIG. 15A é uma representacdo esquematica
ilustrando a introdugdo de um constructo genético que codifica um anticorpo anti-
RSV em um l6cus de cadeia pesada enddgeno utilizando um sistema de edicéao
génica CRISPR/Cas9. O constructo genético pode incluir bragos ou suturas de
homologia, que sao overhangs de nucleotideos que sdo homodlogos ao DNA
gendmico no sitio de introdugdo. A FIG. 15B ilustra exemplos adicionais de modelos
de reparo de DNA que incluem sequéncias flanqueadas por sitios alvo de sgRNA
para gerar quebras de DNA de fita dupla flanqueando uma sequéncia introduzida de
acordo com o corte de Cas9/sgRNA do genoma (topo), DNA de fita simples
contendo bracos de homologia longos flanqueando uma sequéncia introduzida
(centro), e bragos de homologia curtos flanqueando uma sequéncia introduzida
produzida por anelamento de um oligo de DNA (base).

[032]FIG. 16. Representacdo esquematica ilustrando: (topo) um lécus de
cadeia pesada modificado com um constructo genético que codifica uma regiao
variavel de cadeia pesada de um anticorpo anti-RSV; (centro) um lécus de cadeia
leve modificado com um constructo genético que codifica uma regiao variavel de
cadeia leve de um anticorpo anti-RSV; e (base) um lécus de cadeia pesada
modificado com um constructo genético que codifica uma cadeia leve (isto &, IgL) de
um anticorpo anti-RSV e uma regiao variavel de cadeia pesada de um anticorpo anti-
RSV com um ligante (incluindo uma Strep-Tag) entre a cadeia leve e a regiao
variavel de cadeia pesada.

[033]FIG. 17. Representacao esquematica da protecdo simultanea contra
varios patdgenos por células B de memoria modificadas e por células B secretoras
de anticorpos modificadas, conforme reveladas neste documento.

[034]FIGs. 18A-18C. Corte eficaz por Cas9 de uma regido intrénica almejada

em células B murideas e humanas. Eletroporacdao com corte eficaz mediado por
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complexos de proteinas ribonucleares Cas9/sgRNA em células B murideas e
humanas. As células foram eletroporadas com complexos Cas9/sgRNA. A eficacia
da edicéo foi avaliada 3 dias ap6s a eletroporacao por Rastreamento de Indels por
Decomposicao (TIDE) em: (FIG. 18A) linha de células B murideas (A20); (FIG. 18B)
células B primarias; e (FIG. 18C) linha de células B humanas (Ramos).

[035]FIG. 19. Introducdo de um constructo genético que codifica um
anticorpo especifico do RSV em células B murideas.

[036]FIG. 20. Enriqguecimento e analise de células B geneticamente
modificadas.

[037]FIG. 21. Células B geneticamente modificadas secretam anticorpos que
ligam-se ao RSV.

[038]FIGs. 22A, 22B. As abordagens de juncdo de extremidades nao
homélogas (NHEJ) e juncdo de extremidades micro-homélogas (MMEJ) sao
alternativas ao longo reparo dirigido por homologia (HDR) para a engenharia do
genoma de células B murideas primarias. (FIG. 22A) Células B primarias foram
iniciadas por 24 horas, co-incubadas com virus adeno-associado (AAV) por 12
horas, lavadas e ou eletroporadas ou transferidas diretamente a cultura secundaria
por 3 dias antes da anadlise da expressdo de mCherry. (FIG. 22B) Células B
primarias foram iniciadas por 24 horas, eletroporadas com mock ou eletroporadas
com modelo + Cas9/sgRNA e transferidas a uma cultura secundaria por 5 dias antes
da analise da expressédo de mCherry.

[039]FIGs. 23A-23E. A introducdo de um novo constructo genético que
codifica um anticorpo funcional em linhas de células B murideas e humanas permite
a expressao de anticorpos ligados a superficie e de anticorpos secretados. (FIG.
23A) Diagrama do lécus da IgH ilustrando o local para a introducao de um constructo
de anticorpo parcial, bem como representacées de um anticorpo ligado a superficie e

anticorpo secretado. emAb = anticorpo sintético, usado neste documento de maneira
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intercambiavel com synAb. (FIG. 23B) Coloragédo de linhas de células B murideas
A20 ndo modificadas ou modificadas com anticorpo sintético anti-RSV (synAb aRSV)
usando o tetramero da proteina F pré-fusdo do RSV (Tetramero RSV) e o tetrdmero
de anti-Streptag Il (Tetramero aTagAb). (FIG. 23C) Coloracao de linhas de células B
humanas RAMOS ndo modificadas ou modificadas com synAb anti-RSV usando o
tetramero pré-fusdao do RSV e o tetramero do anticorpo anti-Streptag Il. (FIG. 23D)
ELISA acerca da ligagao do anticorpo com a proteina F pré-fusao do RSV em meios
de cultura de células A20 ndo modificadas ou células A20 modificadas com synAB
anti-RSV. O palivizumabe foi usado como controle positivo. (FIG. 23E) ELISA acerca
da ligacao do anticorpo com a proteina F pré-fusdo do RSV em meios de cultura de
células RAMOS n&o modificadas ou modificadas com synAb anti-RSV. O
palivizumabe foi usado como controle positivo.

[040]FIGs. 24A-24C. Producado de células B murideas primarias com uma
nova especificidade. (FIG. 24A) Coloragdo da superficie de linhas de células B
murideas tratadas com mock (topo) ou modificadas com synAb anti-RSV (base)
usando o tetramero de anti-Streptag Il antes do enriquecimento (painel esquerdo) e
depois do enriqguecimento e expansao usando o tetrdmero de anti-Streptag Il (painel
central) e tetrAmeros da proteina viral pré-fusdo do RSV (painel direito). (FIG. 24B)
ELISA acerca da ligagao do anticorpo com a proteina F pré-fusao do RSV em meios
de cultura de células B murideas ndo modificadas ou modificadas com synAb anti-
RSV. O palivizumabe foi usado como controle positivo. Ligagdo com o anticorpo
detectada usando uma mistura a 1:1 de Ig anti-humana policlonal e Ig anti-muridea
ligada a HRP. (24C) Rapida expansao de células B com synAb enriquecidas em
cultura com células alimentadoras 3T3-CD40L e IL-21.

[041]FIGs. 25A-25I1. Sequéncias exemplificativas. (FIG. 25A) Exemplos de
sequéncias de sgRNA (SEQ ID N¢: 87, 88, 89), regides de homologia de genoma
(SEQ ID N¢: 90-95) e oligonucleotideos de splicing (SEQ ID N2: 96-101); (FIG. 25B)
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AAV com emAb anti-RSV humano (sequéncia de 2.531 bp (SEQ ID N2 102) e
sequéncias de nucleotideo e proteina associadas (SEQ ID N°: 110-126, 280, 285));
(FIG. 25C) AAV com emAb anti-RSV murideo (sequéncia de 3.134 bp (SEQ ID N¢:
103) e sequéncias de nucleotideo e proteina associadas (SEQ ID N°: 127-141, 281,
286)); (FIG. 25D) dsDNA com emAb anti-RSV murideo (sequéncia de 1.736 bp (SEQ
ID N°: 104) e sequéncias de nucleotideo e proteina associadas (SEQ ID N¢: 142-
144)); (FIG. 25E) emAb-VRCO01-AAV humano (sequéncia de 2.551 bp (SEQ ID N°:
105) e sequéncias de nucleotideo e proteina associadas (SEQ ID N°: 145-152, 282,
287)); (FIG. 25F) emAb-Medi8852-AAV humano (sequéncia de 2.544 bp (SEQ ID N°:
106) e sequéncias de nucleotideo e proteina associadas (SEQ ID N°: 153-160, 283,
288)); (FIG. 25G) emAb-AMMO01-AAV humano (sequéncia de 2.555 bp (SEQ ID N°:
107) e sequéncias de nucleotideo e proteina associadas (SEQ ID N°: 161-169, 284,
289)); (FIG. 25H) sequéncia de integragdo de mRSV-splice em Balb/C (sequéncia de
2.261 bp (SEQ ID N?: 108) e sequéncias de nucleotideo e proteina associadas (SEQ
ID N°: 170-172)); e (FIG. 25l) sequéncia integrada de TT-hRSV-T7 (sequéncia de
1.707 bp (SEQ ID N2: 109) e sequéncias de nucleotideo e proteina associadas (SEQ
ID N2: 173-175)).

[042]FIGs. 26A-26D. (FIG. 26A) Area almejada a montante do intensificador
Eu para introdugcéo de um novo cassete de anticorpo; ao mirar essa regidao, os genes
de emAb introduzidos podem ser conduzidos por um promotor da IgH nativo (ndo
introduzido), maximizando assim o controle nativo de expressado da imunoglobulina.
Para permitir a introducdo em um sé golpe e minimizar interacbées fora do alvo, os
constructos de emAb foram expressos por uma fusdo de cadeia Unica. Essa fuséo
consiste em uma sequéncia de cadeia leve completa, ligada a regido variavel da
cadeia pesada com um ligante glicina-serina de 57 aminoacidos. A ligacao fisica das
cadeias leve e pesada minimiza o risco de pareamento equivoco entre um emAb

introduzido e a cadeia leve enddégena. Uma juncao de splice otimizada permite que
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os emAbs unam-se por splicing a jusante das regides constantes endogenas da IgH.
Isso permite que os emAbs sejam expressos por qualquer uma das classes de
is6topos de cadeia pesada. (FIG. 26B) A linha de células B derivada do linfoma de
Burkitt expressa nativamente formas da IgM na superficie e secretadas pareadas
com uma cadeia leve lambda. A expressdo de um emAb aRSV manipulado derivado
do palivizumabe foi detectada usando a proteina RSV-F monomérica e estreptactina,
uma estreptavidina modificada com alta afinidade pelos motivos de Streptag Il no
ligante. aCélulas RAMOS modificadas com emAb anti-RSV expressaram o anticorpo
especifico do RSV manipulado, que pdde ser detectado na superficie das células.
(FIG. 26C) O anticorpo especifico do RSV também foi detectado na forma secretada
no sobrenadante. (FIG. 26D) As células modificadas com emAb aRSV exibiram, mas
as células controle ndo, a sinalizagédo rapida e sustentada de calcio em resposta ao
antigeno de proteina.

[043]FIGs. 27A-27G. Células B humanas sédo geneticamente modificadas
com eficacia para expressar o emAb de cadeia Unica por distribuicdo de cas9-
sgRNA pareados e de um modelo de AAV. (FIG. 27A) Representagdo esquemaética
do processo de engenharia de células humanas. Dia 0: Células B s&o isoladas de
PBMC e iniciadas com CD40L, IL2, IL10, IL15 e oligonucleotideos CpG. Dia 2: as
células sao eletroporadas com RNP cas9/sgRNA e tratadas com um AAV que
codifica 0 modelo de emAb HR 1 hora apds a eletroporacdo, seguida por cultivo
conforme descrito para o dia 0. Dia 4: as células sdo selecionadas com base na
ligacdo com antigeno ou expressdo de uma etiqueta. Dias 4-15L: as células
selecionadas sdo expandidas sobre células alimentadoras irradiadas que expressam
CD40L, IL2 e IL21, suplementadas com IL15. Dias 15-18: as células sao transferidas
a uma cultura de diferenciacdo sem células alimentadoras com IL6, IL15 e IFNy.
(FIG. 27B) Frequéncia de indels em células B de 6 doadores de PBMC
independentes tratados com RNPs Cas9/sgRNA mirando o emAb. (FIG. 27C) Todas
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as SNPs humanas com a frequéncia ao longo de todo sitio de sgRNA mirado
divulgada. (FIG. 27D) FACS representativo para a ligagdo do monémero F pré-fuséo
do RSV com o controle cultivado ou com células B humanas geneticamente
modificadas com emAb anti-RSV no 4° dia de cultura. (FIG. 27E) Frequéncia de
células B com emAb anti-RSV ap6s a manipulagdo de células B de 6 doadores
independentes. (FIG. 27F) FACS para etiquetas de células no plasma (CD19, CD27,
CD38 e CD138) em células iniciadas (Dia 2) e células diferenciadas in vitro (Dia 18).
(FIG. 27G) ELISA acerca do anticorpo anti-tronco da HA secretado no meio de
cultura de células B controle ou células B com emAb MEDI8852 direcionadas ao
influenza no 182 dia de cultura.

[044]FIG. 28. O emAb de cadeia unica € uma plataforma flexivel para a
expressao de anticorpos antivirais. Células B humanas foram eletroporadas com
mock (Controle B, fileira superior) ou geneticamente modificadas com constructos de
emAb (fileira inferior) derivados das regides variaveis dos constructos de anticorpo
amplamente neutralizantes indicados e cadeias leves kappa (palivizumabe, VRCO01 e
MEDI8852) ou lambda (AMMO1) humanas. As células controle e modificadas com
emAb foram tingidas com um antigeno compativel derivado do patégeno indicado:
mondémero RSV-F, ou tetrametros de ENV do HIV, GH/GL do EBV ou tronco da HA.

[045]FIGs. 29A-29D. A introducado do emAb no alelo da IgH produtivo pode
bloquear a producédo enddgena da IgH. (FIG. 29A) Diagrama de alelos da IgH de
RAMOS: um alelo produtivo contendo um sitio alvo do emAb, e um alelo com uma
translocagdo de c-myc eliminando o sitio alvo do emAb. (FIG. 29B) Citometria de
fluxo ilustrando a expressdo na superficie da ligacdo da cadeia leve lambda e do
antigeno da RSV-F em células RAMOS de entrada (acionadas em CD79b+) e
células RAMOS modificadas com emAb aRSV (acionadas em CD79b+/RSV-F+).
(FIG. 29C) Diagrama de alelos da IgH primérios: um alelo produtivo e um alelo nao

produtivo sem VDJ funcional recombinado, ambos os quais contém um sitio alvo do
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emAb. (FIG. 29D) Citometria de fluxo ilustrando a expressao na superficie da ligacao
da cadeia leve A e do antigeno da RSV-F em uma cadeia leve A classificada de
entrada + células B (acionadas em CD79b+) e células B modificadas com emAb
aRSV (acionadas em CD79b+/RSV-F+).

[046]FIG. 30A-30E. Engenharia de células B murideas primarias com um
cassete de emAb aRSV (FIG. 30A) Representacdo esquematica do processo de
engenharia de células B murideas. Dia 0: células B s&o isoladas do bago e dos
linfonodos periféricos (PLN) por selecao negativa e iniciadas com CD40L-HA, mAb
anti-HA e IL4. Dia 1: as células sao eletroporadas com RNP cas9/sgRNA junto com
dsDNA (condicdo de dsDNA) ou s6 com RNP cas9/sgRNA seguida por tratamento
com AAV contendo o modelo de emAb HR 1 h apds a eletroporacédo (condicdo de
AAV). Depois disso, as células foram mantidas em cultura conforme descrito para o
dia 0. Dia 3: as células sao selecionadas com base na ligagdo com antigeno ou
expressao de uma etiqueta. Dia 4-8L: as células selecionadas sdo expandidas sobre
células alimentadoras irradiadas que expressam o CD40L, suplementadas com IL-
21. (FIG. 30B) Porcentagem de indels em células B tratadas com RNP cas9/sgRNA
mirando a IgH. (FIG. 30C) FACS representativo para ligagdo com a proteina F pré-
fusdo monomérica do RSV em células B controle, ou células B com emAb
manipuladas usando um modelo de dsDNA ou AAV. (FIG. 30D) Frequéncias de
células com emAb em células B modificadas com modelos de dsDNA ou AAV. (FIG.
30E) Anticorpo secretado especifico anti-RSV no sobrenadante de células B
controle, ou células B manipuladas usando um modelo de dsDNA ou AAV.

[047]FIGs. 31A-31D. Protecdo contra a infeccdo viral por células B com
emAb aRSV manipuladas. (FIG. 31A) Representacdo esquematica da protecao
antiviral por células com emADb transferidas. Dia 0: 1,5x107 células B com emAb anti-
RSV enriquecidas sao transferidas por injecao IP. Dia 5: injecédo IP de palivizumabe

a 15 mg/kg. Dia 6: coleta de sangue para medir as titulacées de Ab antiviral. Dia 7:
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desafio intranasal com 108 pfu do virus RSV. Dia 12: medigéo da titulagdo viral nos
pulmdes. (FIG. 31B) Expressao na superficie do receptor de emAb anti-RSV antes
ou 24 depois da transferéncia de células com emAb anti-RSV medida pela ligacdo
do monémero RSV-F e da etiqueta de estreptactina. (FIG. 31C) Titulacdo no plasma
de anticorpos aRSV-F em camundongos no dia 6. (FIG. 31D) Titulacbes virais do
RSV nos pulmdes de camundongos sem células transfectadas, com células B com
emAb aRSV, com células B controle, ou com 15 mg/kg de palivizumabe distribuidos
por via IP 48 horas antes da infeccao.

[048]FIGs. 32A, 32B. Transferéncia mutiplex de células secretoras de
anticorpo humanas a camundongos NSG (FIG. 32A) Representacado esquematica da
transferéncia de células B com emAb a camundongos NSG. Dia 0: 5x10° células B
com emAb anti-Flu e 5x10° células B com emAb anti-RSV produzidas conforme
descrito na FIG. 27 foram transferidas por injegéo IP. Dia 7: coleta de sangue para
medir a producdo de anticorpos no soro. (FIG. 32B) ELISA acerca das titulagdes no
soro de anticorpos anti-RSV-F e anti-tronco da HA em camundongos que receberam
células com emAb (transferéncia dupla) vs. soro controle (sem transferéncia).

[049]FIGs. 33A, 33B. Modelos para a introducao prolongada de cassetes de
emAb nos lécus da IgH murideos (FIG. 33A) e humanos (FIG. 33B). Na fileira
superior, para cada genoma, € indicada a posicao dos elementos nos l6cus da IgH
de linha germinativa, incluindo as regides J finais, o elemento intensificador intrénico
Eu e o inicio do dominio constante p. A posicdo do sitio alvo da cas9/sgRNA é
indicada (sitio cortado). Abaixo, séo ilustradas as posicdes dos bracos de homologia
alvo incluidos nos constructos de AAV e dsDNA murideos (FIG. 33A) bem como no
constructo de AAV humano (FIG. 33B). Também ¢é ilustrado o cassete de emAb
conforme introduzido no genoma.

DESCRICAO DETALHADA

[050]As vacinas sdo desenvolvidas para aumentar a imunidade de um
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paciente contra uma infeccdo especifica ao estimular as células B a produzir
anticorpos contra o agente infeccioso almejado. Os anticorpos sdo proteinas que
oferecem protecéao contra patégenos. Os anticorpos podem ligar-se a um patégeno e
sdo considerados protetores quando essa ligacao interfere na fungdo normal do
patégeno. Por exemplo, muitos anticorpos protetores ligam-se a uma por¢do de um
patdbgeno que o impede de penetrar nas células. Os anticorpos podem ligar-se a
superficie de células B (conhecidos como receptores de célula B), mas exercem a
maior parte de suas fungdes protetoras quando secretados no sangue.

[051]"Patégeno” pode referir-se a qualquer substancia capaz de causar uma
doenca, e "patogénico" refere-se a capacidade de uma substancia de causar uma
doenca. Exemplos de patdégenos incluem virus, bactérias e fungos capazes de
infectar um hospedeiro e causar uma doenca. Outros exemplos de patdégenos
incluem proteinas derivadas do hospedeiro ou outras substancias derivadas do
hospedeiro capazes de causar uma doenca, tais como o fator de necrose tumoral
alfa (TNFa), uma molécula inflamatéria associada a inumeras condi¢cdes autoimunes
(por exempilo, artrite), e placas beta-amiloides, proteinas fibrosas que acumulam-se
no cérebro no mal de Alzheimer. Em modalidades especificas, células cancerosas
e/ou tumores também podem ser aludidos como patégenos ou substancias
patogénicas, com base em sua capacidade de causar uma doenca.

[052]Quando da exposicdo a uma vacina ou patégeno natural, um epitopo
incluido na vacina e/ou presente no patégeno pode ligar-se a um receptor de célula
B presente em uma célula B virgem. Essa ligacao leva a ativagdo da célula B e a
producdo de anticorpos protetores.

[053]Uma célula B virgem refere-se a uma célula B antes de ela entrar em
contato com seu epitopo. Cada célula B virgem expressa um anticorpo préprio com
uma especificidade de epitopo propria. O anticorpo préprio expresso por cada célula

B virgem € gerado aleatoriamente através de recombinacdo genética. As células B
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virgens expressam anticorpos ligados a membrana (isto é, receptores de célula B) e,
quando da ligagdo com um epitopo, proliferam-se rapidamente. Durante a
proliferacdo e maturacdo, os genes de anticorpo sofrem mutacdo somatica, que
serve para aumentar a afinidade de ligacdo com o epitopo. O aumento na afinidade
de ligacdo com o epitopo que ocorre durante a maturacdao das células B é
necessario para a protecao eficaz contra o patégeno. Uma unica célula B virgem é
capaz de sofrer dezenas de divisbes celulares para criar milhares de células B
secretoras de anticorpos e células B de memoéria (FIG. 1) expressando um mesmo
anticorpo, ou um anticorpo relacionado que foi mutado para aprimorar sua ligacao
com o patoégeno.

[054]Além de células B secretoras de anticorpos ativas, as células B de
mem©éria sdo importantes na protecdo contra patdgenos. As células B de memoria
normalmente nao secretam ativamente anticorpos, mas podem diferenciar-se
rapidamente em células secretoras de anticorpos. A rapida diferenciacao das células
B de meméria em células secretoras de anticorpos pode ajudar o sistema
imunolégico a montar uma rapida resposta contra uma infeccdo secundaria ou
patdgeno ja enfrentados antes por vacinacao (McHeyzer-Williams et al., Nat Rev
Immunol., 2011; 12(1):24-34; Taylor et al., Trends Immunol., 2012; 33(12):590-7).
Por exemplo, as células B de memadria mantém a protecédo contra o virus da Hepatite
B quando o nivel de anticorpos produzidos pelas células B secretoras de anticorpos
diminui (Williams et al., Vaccine, 2001; 19(28-29):4081-5; Bauer et al., Vaccine,
2006; 24(5):572-7). Logo, vacinas bem-sucedidas estimulam a geragéo de células B
secretoras de anticorpos e células B de memoria longevas, todas capazes de
expressar anticorpos que ligam-se a um epitopo no patégeno com alta afinidade.

[055]Infelizmente, ha muitos agentes infecciosos contra os quais ndo ha
vacinas disponiveis. Exemplos de agentes infecciosos sem uma estratégia de

vacinacgao eficaz disponivel incluem o RSV, o HIV e o Zika virus.
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[056]No que diz respeito ao RSV, o fracasso retumbante de uma vacina de
RSV inativado com formalina nos anos 1960 provavelmente ndo deveu-se a falha
em induzir células B secretoras de anticorpos e células B de memdéria que mirassem
o RSV. E provavel que a vacina tenha induzido & producdo de anticorpos que nio
neutralizaram o RSV, mas, em vez disso, intensificaram a infeccdo pelo mesmo
(FIG. 2A) (Blanco et al., Hum. Vaccin., 2010; 6(6):482-92; Broadbent et al., Influenza
Other Respir. Viruses, 2015; 9(4):169-78). Fica enfatizado assim o delicado equilibrio
que deve ser obtido pelas vacinas: a indugédo a producgao de anticorpos “protetores”
que miram certos epitopos ao mesmo tempo em que evitam o estimulo a producao
de anticorpos "patogénicos" que miram os epitopos errados (FIG. 2A).

[057]Uma analise de 2015 da Plataforma Internacional para Registro de
Ensaios Clinicos da Organizagdo Mundial da Saude identificou nove candidatos a
vacina do RSV avaliados clinicamente desde 2008, nenhum dos quais passou da
Fase de testes 2 (Broadbent et al., Influenza Other Respir. Viruses, 2015; 9(4):169-
78). Desses, sO trés ensaios foram concluidos e s6 um teve os resultados
divulgados. Essa vacina, chamada de MEDI-559, parece reduzir a infeccdo pelo
RSV, mas os sintomas respiratorios foram demasiados para que se realizassem
novos testes (Malkin et al., PLoS One, 2013; 8(10):e77104). Esses dados sugerem
que, embora a MEDI-559 tenha induzido a produgdo de anticorpos protetores, €
provavel que também tenha induzido a produgdo de anticorpos patogénicos (FIG.
2B).

[058]0utras estratégias de vacinacdo “aprimorada” envolvem mudar a
férmula que é administrada aos pacientes. Essas incluem métodos alternativos para
inativar/atenuar o virus e mudangas ao adjuvante destinadas a aumentar a resposta
inflamatéria (Broadbent et al., Influenza Other Respir. Viruses, 2015; 9(4):169-78;
Garg et al., The Journal of general virology, 2014; 95(Pt 5):1043-54; Swanson et al.,
J. Virol., 2014; 88(20):11802-10; Widjaja et al., PLoS One, 2015; 10(6):e0130829;
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Stewart-Jones et al., PLoS One, 2015; 10(6):e0128779). Algumas dessas
abordagens produziram aumento nos anticorpos protetores em modelos animais,
mas a possibilidade de induzir anticorpos patogénicos torna provavel que essas
vacinas de RSV "aprimoradas" sofreriam do mesmo destino que a MEDI-559.

[059]Na tentativa de concentrar a resposta imunoldgica nos epitopos
mirados por anticorpos protetores, uma abordagem recente consistiu em enxertar
um unico epitopo do RSV em um arcabouco nao RSV (FIG. 2C). Essa abordagem
elimina a possibilidade de anticorpos patogénicos especificos para outros epitopos
do RSV visto que eles fazem-se ausentes do arcabouco. A vacinacdo do macaco
reso com um arcabouco de epitopo do RSV resultou na producdo de anticorpos
neutralizantes por alguns animais, mas s6 depois de 3 a 5 inje¢des (Correia et al.,
Nature, 2014; 507(7491):201-6).

[060]Também foram elaboradas abordagens para contornar a vacinacao e
prover anticorpos protetores diretamente. O Udnico tratamento profilactico
clinicamente aprovado contra o RSV é a injecao do anticorpo protetor especifico do
RSV de alta afinidade palivizumabe (FIG. 3A) (The PREVENT Study Group.
Pediatrics, 1997; 99(1):93-9; The IMpact-RSV Study Group. Pediatrics, 1998; 102(3
Pt 1):531-7). Infelizmente, o custo de $10.000 por uma série de 5 meses de
palivizumabe limitou seu uso a criangcas com alto risco de infeccao pelo RSV
(Meissner & Kimberlin, Pediatrics, 2013; 132(5):915-8). Outros anticorpos
especificos do RSV projetados para durar até um ano ainda estao sendo submetidos
a avaliacao clinica (Influenza Other Respir. Viruses, 2015; 9(4):169-78). No entanto,
a re-injecao anual de anticorpos nao € viavel para a protecao vitalicia.

[061]Para eliminar a necessidade por injecbes por toda a vida, foram
desenvolvidos métodos nos quais um vetor adenoviral € usado para transferir um
gene que codifica um anticorpo protetor a células musculares (FIG. 3B) (Schnepp &

Johnson, Curr. Opin. HIV AIDS, 2014; 9(3):250-6). Promissoramente, a expressao
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de palivizumabe mediada por adenovirus protegeu em parte os camundongos contra
infeccdo pelo RSV (Skaricic et al., Virology, 2008; 378(1):79-85). Uma limitacao
dessa abordagem, porém, sao os altos custos para fabricar as altas doses de virus
necessarias para obter niveis protetores dos anticorpos (24). Doses elevadas séo
necessarias porque a expressao do anticorpo por uma célula muscular € baixa em
comparacdo aos estimados 10.000 anticorpos secretados por segundo por uma
unica célula B (Helmreich et al., J. Biol. Chem., 1961; 236:464-73; Hibi & Dosch, Eur.
J. Immunol., 1986; 16(2):139-45). As células B obtém essa taxa de secrecao elevada
porque reprogramam por completo seu maquinario de producao de proteinas para
focar na secrecdo de anticorpos. Sem uma revolucdo nas capacidades de
fabricacao, a transferéncia de genes de anticorpo a células musculares mediada por
adenovirus ndo é uma op¢ao realista para a prevencao do RSV.

[062]0utra abordagem faz uso de um vetor lentiviral para incorporar 0s
genes que codificam anticorpos protetores ao genoma de células-tronco
hematopoiéticas, que seriam subsequentemente induzidas a diferenciar-se em
células B secretoras de anticorpos (FIG. 3C). Uma limitacdo dessa abordagem é que
a introducdo de genes de anticorpo é aleatéria, o que traz o risco de efeitos
genéticos fora do alvo, que poderiam provocar uma doenca. Uma segunda limitacao
dessa abordagem sao as condi¢des de cultura in vitro de dois meses de duracao
necessarias para induzir a diferenciacdo de células-tronco hematopoiéticas em
células secretoras de anticorpos (Luo et al., Blood, 2009; 113(7):1422-31). Uma
ultima limitacao € que essa estratégia ndo geraria uma fonte de anticorpos capaz de
ser ampliada quando de uma infecgdo. Logo, se as células secretoras de anticorpos
nao se fizerem presentes em grandes quantidades, ou nao tiverem uma vida longa,
a protecao contra a infeccao sera inadequada.

[063]Em modalidades especificas, a presente invencado propde contornar a

vacinacdo e/ou eliminar a necessidade de repetidas injecoes terapéuticas de
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anticorpos ao manipular geneticamente células B para que expressem um anticorpo
selecionado (por exemplo, palivizumabe; FIG. 4A). Tipos de células B que séo
particularmente Gteis para manipular geneticamente incluem as células B secretoras
de anticorpos, células B de memoéria, células B virgens, células B B1 e células B da
zona marginal existentes. As células B virgens tém o maior potencial proliferativo e
funcional de todas e podem entrar na resposta do centro germinativo e aprimorar
sua prépria capacidade de ligacdo. As células B B1 expressam o BCR e migram
para diferentes localizagdes, tais como a cavidade peritoneal. As células B B1
diferenciam-se rapidamente em células secretoras de anticorpos quando do estimulo
através do BCR e nao requerem sinais para células T para a funcao ideal. As células
B da zona marginal localizam-se em grande medida na zona marginal do baco e
diferenciam-se rapidamente em células secretoras de anticorpos quando do estimulo
atravées do BCR. As células B da zona marginal também n&o requerem sinais
advindos de células T para a funcao ideal. A engenharia genética de um ou mais
desses subconjuntos de células B pode criar um nivel padrdo de referéncia de
anticorpos para tratar uma infecgdo em andamento ou imediata e uma fonte de
anticorpos longeva e induzivel em caso de re-infecgéo futura. A FIG. 4B ilustra uma
estratégia associada a protecao simultdnea contra inumeros patdgenos utilizando os
ensinamentos da presente invencao, ao passo que a FIG. 5 ilustra a secrecéo
hipotética de palivizumabe a partir de subtipos de células B exemplificativos na
presenca e auséncia de uma infecgao.

[064]A presente invencado propde a engenharia genética de células B
inserindo-se um constructo com um transgene em um lécus de gene de anticorpo
endogeno escolhido especificamente para tirar proveito da estrutura e funcédo do
genoma de célula B enddgeno. Por exemplo, a introducdo de um transgene que
codifica a0 menos uma por¢cdo de um anticorpo selecionado em um lécus de gene

de anticorpo enddgeno pode permitir a producéo robusta do anticorpo selecionado
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ao tirar proveito do maquinario regulador da expressao do anticorpo enddogeno.
"Transgene" pode referir-se a uma secdao de DNA que codifica uma proteina
estranha (isto é, exdgena). "Constructo genético" pode referir-se a um segmento de
acido nucleico construido artificialmente, o qual destina-se a introdugdo em uma
célula para permitir a expressao da proteina estranha.

[065]Em modalidades especificas, a presente invencao propde células B que
sdo modificadas para expressar um anticorpo selecionado. Os anticorpos séo
produzidos a partir de dois genes, um gene de cadeia pesada e um gene de cadeia
leve. Em termos gerais, um anticorpo inclui duas cépias idénticas de uma cadeia
pesada e duas cdpias idénticas de uma cadeia leve (vide, por exemplo, a FIG. 6B).
As cadeias pesadas sdo as maiores subunidades das duas e cada cadeia pesada
inclui um segmento VDJ e uma regido constante (representada por “C” na FIG. 6B).
O segmento VDJ (ou VDJ) refere-se ao pareamento singular dos segmentos génicos
V, D e J, que codificam a por¢cédo singular das cadeias pesadas de anticorpo que
liga-se a um epitopo em um patdgeno. Sendo assim, V refere-se a um dos
segmentos génicos que pareia aleatoriamente com um segmento D e J para
codificar uma porcédo singular da cadeia pesada de anticorpo que liga-se a um
epitopo no patégeno. A semelhanca, D refere-se a um dos segmentos génicos que
pareia aleatoriamente com um segmento V e J para codificar a por¢gao singular da
cadeia pesada de anticorpo que liga-se a um epitopo no patégeno. Por fim, J refere-
se a um dos segmentos génicos que pareia aleatoriamente com um segmento V e D
para codificar a porcao singular da cadeia pesada de anticorpo que liga-se a um
epitopo no patégeno. Ha varios segmentos V, segmentos D e segmentos J que
podem unir-se em uma variedade de diferentes combinagbes para formar o
segmento VDJ especifico de uma cadeia pesada especifica (vide, por exemplo, a
FIG. 7).

[066]Cada célula B pareia uma unica combinacdo VDJ com uma regiao
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constante (C) conservada para formar uma cadeia pesada de comprimento total. A
regidao C da cadeia pesada pode interagir com outras proteinas imunolégicas, tais
como receptores de Fc, para ativar outras células imunol6gicas. Todas as células B
virgens expressam os mesmos segmentos de regido C, mas podem transformar-se
para expressar segmentos de regido C diferentes seguindo-se a ativacao, sendo que
regidbes C diferentes dao aos anticorpos funcbes diferentes. Por exemplo, um
segmento génico C codifica €, e os anticorpos que expressam € sao “IgE”. Os
anticorpos do tipo IgE ligam-se a células do corpo e geralmente medeiam reacdes
alérgicas. Os anticorpos que expressam uma regiao C a sdo anticorpos IgA; os
anticorpos que expressam uma regidao C y sdo anticorpos IgG, e os anticorpos que
expressam uma regido C p sdo anticorpos IgM. O genoma humano inclui um anico
l6cus de cadeia pesada, o qual se faz presente no cromossomo 14.

[067]Com referéncia novamente a FIG. 6B, a cadeia leve de um anticorpo
(lgL) inclui uma regido variavel e uma regido constante. A regido variavel da cadeia
leve inclui os segmentos génicos V e J, e a regido constante da cadeia leve pode
incluir um Unico dominio constante da imunoglobulina. Os seres humanos
expressam duas cadeias leves diferentes: Igk, que € codificada pelo lécus kappa da
imunoglobulina no cromossomo 2; e IgA, que é codificada pelo lécus lambda da
imunoglobulina no cromossomo 22.

[068]A FIG. 6A ilustra representacoes esquematicas de genomas enddgenos
de células B que codificam uma cadeia IgH e uma cadeia IgL. As FIGs. 8A e 8B
ilustram representacées esquematicas iniciais de onde constructos genéticos
exégenos de acordo com a presente invencao podem ser introduzidos para obter a
expressdao de um anticorpo selecionado. A FIG. 8A ilustra a introducdo de um
constructo genético que inclui [um sinal de parada, uma cadeia IgL de um anticorpo
selecionado (aqui, PV), um elemento saltador (aqui, 2A) e o segmento VDJ de uma

cadeia pesada] no genoma de IgH endbgeno entre o segmento VDJ endbgeno e os
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segmentos codificantes da regido C enddgenos. A presente abordagem leva a
expressao de uma cadeia IgL exégena, um segmento VDJ exégeno e uma regiao C
endogena da cadeia pesada. A expressdo de um anticorpo que inclui uma regidao C
endogena pode ser util, por exemplo, porque pode permitir que uma célula B
modificada module a expressao da regido C com base na ativacdo e no estado de
maturacdo naturais da célula B. Por exemplo, o splicing alternativo na regido
constante do l6cus do gene de cadeia pesada pode permitir que uma célula B
modificada alterne entre a expressdo de um anticorpo ligado a membrana e a
expressdao de um anticorpo secretado. Essa abordagem também permite a
expressdao de um VDJ exdgeno sem a necessidade de extirpar o VDJ endégeno.
Essa caracteristica é benéfica porque o VDJ é um segmento relativamente grande
do DNA e sua extirpacao poderia afetar negativamente a funcéo celular.

[069]A FIG. 9 ilustra uma representacdo esquematica com mais detalhes no
que diz respeito a estrutura e fungdo do genoma enddgeno das células B e a como a
presente invencdo utiliza essa estrutura e funcdo para obter a expressdo de
anticorpos selecionados. As regides promotoras sdo necessarias para obter a
transcricdo de um segmento génico. Os promotores da regido variavel da cadeia
pesada (VH) sdo seletivamente ativos na linhagem de células B e incluem uma caixa
TATA, um elemento Inr e um elemento de octamero dentro de 100 pares de bases
(bp) do sitio de iniciagao transcricional. A atividade do promotor Vi encontra-se sob
regulacdao dependente de proximidade do elemento intensificador Ey do genoma de
célula B (ovoide cinza) e de um elemento intensificador posicionado na extremidade
3' do lécus do gene de cadeia pesada, proximalmente ao gene constante a da
cadeia pesada (circulo cinza). O elemento intensificador Ey é uma regiao intrénica
do DNA (40 a 1.500 bp de extenséo) dentro do intron de 700 bp entre o segmento
de cadeia pesada J e 0 segmento mu (i) da cadeia constante C do I6cus do gene de

cadeia pesada da imunoglobulina. Ele pode ligar-se a uma proteina ativadora para
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aumentar ou ativar a transcricdo do gene de cadeia pesada. A sequéncia do
elemento intensificador Ep humano € dada na FIG. 11A pela SEQ ID N°: 85. A
sequéncia do elemento intensificador Ey murideo é dada na FIG. 13A pela SEQ ID
Ne: 86.

[070]A introducao de um constructo genético com um promotor Vi entre uma
regiao variavel de cadeia pesada enddégena e um intensificador Ey endégeno pode
reduzir ou bloquear a ativacdo da transcricdo pelo promotor Vi enddégeno porque o
intensificador Ep iniciara a transcricado no promotor a montante mais proximal. Dessa
forma, a expressdao do VDJ enddgeno pode ser bloqueada sem necessidade de
remover um segmento de DNA grande assim (o que, como mencionado, seria
probleméatico para a fungao e sobrevivéncia celulares). Em modalidades especificas,
a recombinacao VDJ remove o material genético entre o promotor Vi e o
intensificador El, o que coloca o intensificador a uma distancia apropriada em
relagdo ao promotor exdgeno de um constructo genético revelado neste documento
para ativar a transcricao partindo do promotor no constructo genético introduzido.
Em modalidades especificas, nenhum material genético endégeno € removido. Em
modalidades especificas, menos de 50 pares de bases sdo removidos. Em
modalidades especificas, promotores de VH dentro dos constructos genéticos
exégenos incluem o promotor de cadeia leve para a IgK ou IgL nativo, um promotor
da IgH humana nativo, o promotor do virus formador de focos no bago (SFFV), o
promotor J558 h10 ou o promotor IgVH1-69.

[071]A FIG. 10 ilustra uma representacdo esquematica de areas alvo para a
introducdo do constructo genético. Essas areas alvo abrangem duas regides
conservadas presentes em todas as células B: do segmento génico terminal J
(IGHJ6 nos seres humanos, IGHJ4 nos camundongos) ao intensificador intrénico da
cadeia pesada (Ep), e do Eu as sequéncias repetitivas associadas a recombinacao

para alternancia do DNA.
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[072]Em modalidades especificas, a area do genoma de células B end6geno
que €& mirada para a introducdo do constructo genético é a montante do
intensificador Ep de SEQ ID N°: 85 ou 86. As FIGs. 11A a 14B ilustram sequéncias
especificas que podem ser miradas para a introducao do constructo genético a fim
de obter a expressdo de um anticorpo selecionado conforme revelado neste
documento.

[073]JA FIG. 11A ilustra a sequéncia de DNA humano de IGHJ6 ao
intensificador intrénico Ep (SEQ ID N2 1; >hg38 dna range=chr14:105862523-
105863244 5'pad=0 3'pad=0 strand=- repeatMasking=none). A FIG. 11B ilustra
exemplos de extensdes para mirar (por exemplo, sitios de gRNA) dentro dessa
sequéncia, incluindo as SEQ ID N¢: 5-24 e sequéncias de gRNA associadas (SEQ ID
N?: 88, 89 e 290-307). Por exemplo, em modalidades especificas, o sgRNA da SEQ
ID N2: 88 (vide também a FIG. 25A) pode ser usado para mirar o sitio de gRNA alvo
da SEQ ID N¢: 7. Em modalidades especificas, o0 sgRNA da SEQ ID N 89 (vide
também a FIG. 25A) pode ser usado para mirar o sitio de gRNA alvo da SEQ ID N?:
10.

[074]A FIG. 12A ilustra a sequéncia de DNA humano para a regiao 2:
intensificador intrébnico Ep a regido de alternancia (SEQ ID N¢%: 2; >hg38_dna
range=chr14:105860383-105861690 5'pad=0 3'pad=0 strand=-). A FIG. 12B ilustra
exemplos de extensdes para mirar (por exemplo, sitios de gRNA) dentro dessa
sequéncia, incluindo as SEQ ID N®: 25-44 e sequéncias de gRNA associadas (SEQ
ID N@: 308-327).

[075]A FIG. 13A ilustra a sequéncia de DNA muridea para a regiao 1: de
IGHJ4 ao intensificador intrbnico Ep (SEQ ID N2 3; >mm10_dna
range=chr12:113427973-113428554 5'pad=0 3'pad=0 strand=-
repeatMasking=none). A FIG. 13B ilustra exemplos de extensbées para mirar (por

exemplo, sitios de gRNA) dentro dessa sequéncia, incluindo as SEQ ID N°: 45-64 e
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sequéncias de gRNA associadas (SEQ ID N°: 87 e 328-346). Por exemplo, em
modalidades especificas, 0 sgRNA da SEQ ID N°: 87 (vide também a FIG. 25A)
pode ser usado para mirar o sitio de gRNA alvo da SEQ ID N¢: 46.

[076]A FIG. 14A ilustra a sequéncia de DNA murideo para a regido 2: do
intensificador intrénico Ep a regido de alternancia (SEQ ID N°: 4; >mm10_dna
range=chr12:113425446-113426973 5'pad=0 3'pad=0 strand=-
repeatMasking=none). A FIG. 14B ilustra exemplos de extensbées para mirar (por
exemplo, sitios de gRNA) dentro dessa sequéncia, incluindo as SEQ ID N°: 65-84 e
sequéncias de gRNA associadas (SEQ ID N°: 347-366).

[077]Sendo assim, em modalidades especificas, a presente invencao propde
a introducao de um constructo genético que inclui (i) um promotor e (ii) um transgene
gue codifica uma por¢ao de um anticorpo selecionado em uma regido intrénica que €
constante em todas as células B (antes e depois da recombinacdo) e que é (i)
posicionado em relagdo a um elemento intensificador que interage com o promotor;
e (ii) em uma configuragéo tal que a sequéncia VDJ enddégena da cadeia pesada da
célula B nao seja expressa. Em modalidades especificas, a porcao codificada do
anticorpo selecionado inclui a cadeia leve completa do anticorpo e o segmento VDJ
da cadeia pesada. Essas por¢cbes do anticorpo selecionado podem ser expressas
com uma regido constante da cadeia pesada expressa pela célula B modificada a
qualquer tempo. Modalidades especificas do constructo genético também podem
incluir ou codificar um peptideo de sinal, um ligante flexivel, um elemento saltador e
uma juncao de splice.

[078]Um desafio técnico da presente invencdo é que um anticorpo é uma
proteina composta por dois produtos génicos distintos, a cadeia pesada (IgH) e a
cadeia leve (IgL) (FIGs. 6A, 6B). Isso significa que, em modalidades especificas,
ambas as localizacbes genéticas devem ser modificadas simultaneamente a fim de

expressar adequadamente um anticorpo selecionado. No entanto, a presente
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invencdo também revela estratégias para produzir anticorpos selecionados
funcionais sem a necessidade de modificar ambas as localizacbes genéticas. Uma
abordagem que permite isso é pelo uso de sequéncias que possibilitam a expressao
de anticorpos através de um unico constructo. Em modalidades especificas, isso €
obtido incluindo-se um elemento saltador dentro do constructo genético. Um
exemplo de elemento saltador € um peptideo auto-clivante, tal como um peptideo
auto-clivante “2A”. Os peptideos 2A atuam fazendo com que o ribossomo pule a
sintese de uma ligacao peptidica em uma localizagdo definida, ocasionando assim a
producéo de duas proteinas a partir de um mesmo mRNA. As sequéncias de 2A sao
curtas (por exemplo, de 20 aminoacidos), facilitando assim o uso em constructos de
tamanho limitado, e as proteinas sao produzidas com uma razao de 1:1. Exemplos
especificos incluem T2A (GSG)EGRGSLLTCGDVEENPGP (SEQ ID N2: 176); P2A
(GSG)ATNFSLLKQAGDVEENPGP (SEQ ID Ne: 177); E2A
(GSG)QCTNYALLKLAGDVESNPGPP  (SEQ ID N2 178); e F2A
(GSG)VKQTLNFDLLKLAGDVESNPGP (SEQ ID N2: 179).

[079]Em modalidades especificas, os constructos genéticos incluem uma
sequéncia de sitio interno de entrada no ribossomo (IRES). O IRES pode ser
posicionado a montante do VDJ da cadeia pesada do constructo genético. Os IRES
sdo sequéncias de RNA estruturadas ndo codificantes que permitem que os
ribossomos iniciem a traducdo em um segundo sitio interno em uma molécula de
MRNA, levando assim a producéo de duas proteinas a partir de um mesmo mRNA.
No entanto, a traducédo orientada por IRES € menos eficaz do que a traducao
orientada por 2A, ocasionando assim uma menor expressao da segunda proteina no
transcrito.

[080]JEm modalidades especificas, os constructos genéticos codificam um
ligante flexivel entre a porcéo de cadeia leve do anticorpo selecionado e a porcao de

cadeia pesada do anticorpo selecionado. Um ligante pode ser uma série de
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aminoacidos que liga de maneira flexivel um dominio proteico com outro dominio
proteico de uma maneira tal que permita que as sequéncias interligadas interajam
para formar uma unidade funcional.

[081]Em modalidades especificas, ligantes flexiveis incluem uma ou mais
séries de combinagdes de glicina e serina, as quais conferem flexibilidade a
sequéncia do ligante. Exemplos de ligantes Gly-Ser incluem (GGS)n (SEQ ID N©:
180), (GGGS)n (SEQ ID N2 181) e (GGGGS)n (SEQ ID N%: 182), em que n =1 a
100 e cada numero inteiro entre esses. Em modalidades especificas, n = 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 ou 30. Em
modalidades especificas, um ligante Gly-Ser inclui de 50 a 80 aminoacidos. Em
modalidades especificas, um ligante Gly-Ser inclui 54, 57 ou 60 aminoacidos. Em
modalidades especificas, o ligante Gly-Ser é codificado pela SEQ ID N2 116. Em
modalidades especificas, o ligante Gly-Ser inclui a SEQ ID N2: 122.

[082]Exemplos adicionais de ligantes flexiveis incluem
(KESGSVSSEQLAQFRSLD)n (SEQ ID N¢: 183) e (EGKSSGSGSESKST)n (SEQ ID
N?: 184). Nesses ligantes, os residuos de Gly e Ser foram projetados para prover
flexibilidade, ao passo que Glu e Lys foram adicionados para melhorar a
solubilidade. Bird, RE et al, Science, 1988; 242:423-426. Em modalidades
especificas, n = 1 a 100 e todo numero inteiro entre eles. Em modalidades
especificas, n = 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29 ou 30. Em modalidades especificas, esses ligantes incluem de 50 a 80
aminodcidos.

[083]Modalidades especificas incluem uma jungcédo de splice que permite o
splicing entre o RNA codificado pelo constructo genético e o RNA codificado pela
regidao constante de cadeia pesada enddgena. Em modalidades especificas, os
constructos genéticos incluem uma sequéncia de juncao de splice na extremidade 3'.

"Splicing" pode referir-se a remocgao de introns e unido de éxons por um complexo
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RNA/proteina conhecido como spliceossomo. Uma "juncdo de splice” refere-se a
uma sequéncia intrénica que flanqueia diretamente um éxon. Uma juncao de splice
na extremidade 3’ de um éxon pode incluir um sitio doador de splice. As sequéncias
de sitio doador de splice tipicamente comecam com “GU”. Em modalidades
especificas, a juncao de splice pode incluir de 40 a 80 bp de um intron apo6s o ultimo
éxon de um VDJ. Em modalidades especificas, a juncao de splice inclui de 40 a 80
bp do intron que flanqueia a extremidade 3’ do segmento do gene IGHJ1 humano ou
do gene IGHJ3 murideo. Em modalidades especificas, a jungcdo de splice inclui
CAG/gtaagt, com o corte e splice acontecendo ap6s o G em caixa alta (indicado pela
notacao "splice"). Em modalidades especificas, a juncéo de splice inclui CAG/gtgagt.
O CA forma a extremidade de um cdédon de serina, e no G comega o primeiro cédon
da regido constante. Em modalidades especificas, uma jung¢édo de splice com uma
sequéncia flanqueadora inclui a SEQ ID N°: 124 ou 151 em constructos genéticos
para introducao em um lécus humano. Em modalidades especificas, uma juncéo de
splice com uma sequéncia flanqueadora inclui a SEQ ID N°: 139 em constructos
genéticos para a introdugdao em um Iécus murideo.

[084]0s constructos genéticos revelados neste documento também podem
codificar peptideos de sinal. Exemplos de peptideos de sinal incluem peptideos de
sinal derivados de cadeias pesadas IgH humanas, tais como
MELGLSWIFLLAILKGVQC (SEQ ID N¢: 185); MELGLRWVFLVAILEGVQC (SEQ ID
Ne: 186); MKHLWFFLLLVAAPRWVLS (SEQ ID Ne: 187);
MDWTWRILFLVAAATGAHS (SEQ ID N¢: 188); MDWTWRFLFVVAAATGVQS (SEQ
ID N 189);  MEFGLSWLFLVAILKGVQC (SEQ ID N 190);
MEFGLSWVFLVALFRGVQC (SEQ ID Ne: 191); e
MDLLHKNMKHLWFFLLLVAAPRWVLS (SEQ ID N2 192); e peptideos de sinal
derivados de cadeias leves IgL humanas, tais como

MDMRVPAQLLGLLLLWLSGARC (SEQ ID Ne: 193); e
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MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMA (SEQ ID N°: 194). Em modalidades especificas, um
peptideo de sinal é codificado pela SEQ ID N2: 112 e inclui a SEQ ID N¢% 118 em
constructos genéticos para introducdo em um lécus humano. Em modalidades
especificas, um peptideo de sinal é codificado pela SEQ ID N2: 129 e inclui a SEQ ID
N2 134 em constructos genéticos para introducdo em um lécus murideo. Vide
também as FIGs. de 25B a 25| e Haryadi R et al., tPLoS One v.10(2); 2015,
PMC4338144.

[085]Conforme indicado, modalidades especificas da revelagdo utilizam a
introducdo de constructos genéticos exégenos em uma localizacdo almejada dentro
do genoma enddgeno de células B. Em modalidades especificas, essa introducao
direcionada pode ser facilitada incluindo-se regides de homologia em uma ou ambas
as extremidades do constructo genético. As regides de homologia (isto é, suturas de
homologia ou bracos de homologia) sdo homdélogas as sequéncias em um sitio de
introducdo desejado. Em modalidades especificas, "bracos de homologia" referem-
se a segmentos de DNA incluidos em um constructo genético que sdao 100%
idénticos a uma regido de DNA que estd sendo modificada. Em modalidades
especificas, 100% de identidade podem nao ser necessarios para obter a introducao
direcionada (por exemplo, ao menos 90% de identidade podem bastar).

[086]As regides de homologia fazem com que o constructo genético alinhe-
se proximo a regido genética almejada, e as por¢cdes de DNA do constructo genético
sao inseridas na regidao cortada por técnicas de edicao génica. Em modalidades
especificas, um constructo genético pode incluir uma extremidade de homologia de
genoma a montante com 20 a 1.500 bp de homologia de genoma e uma
extremidade de homologia de genoma a jusante com 20 a 1.500 bp de homologia de
genoma. As regides de homologia podem prover, por exemplo, "suturas de
homologia", conforme ilustra a FIG. 15A, os quais podem mediar a introducao do

constructo genético no sitio de introducédo almejado. Em modalidades especificas, a
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extremidade de homologia de genoma a montante e a extremidade de homologia de
genoma a jusante podem incluir sequéncias com homologia em relacdo a
sequéncias de genoma entre uma regidao VDJ da cadeia pesada e um elemento
intensificador Epy da cadeia pesada. Em modalidades especificas, as regides de
homologia podem incluir particularmente de 20 a 50 pares de bases; de 350 a 550
pares de bases; de 900 a 1.000 pares de bases, ou de 400 a 600 pares de bases.
Em modalidades especificas, as regides de homologia podem incluir particularmente
de 30 a 40 pares de bases (por exemplo, 36 pares de bases); de 445 a 455 pares de
bases (por exemplo, 450 pares de bases); de 495 a 510 pares de bases (por
exemplo, 503 pares de bases); e/ou de 960 a 980 pares de bases (por exemplo, 968
pares de bases). Em modalidades especificas, regides de homologia para uso em
constructos genéticos murideos incluem as SEQ ID N2: 90, 91, 96, 97, 127, 140,
142, 143, 170 e 171. Em modalidades especificas, regides de homologia para uso
em constructos genéticos humanos incluem as SEQ ID N?: 92-95, 98-101, 110, 125,
153, 173 e 174.

[087]Em modalidades especificas, os constructos genéticos também
codificam uma sequéncia de etiqueta. As sequéncias de etiqueta podem ser Uteis,
por exemplo, para que as células que expressam o constructo genético sejam
identificadas e/ou classificadas durante processos de modificacdo genética e/ou
para que sejam controladas apds a administracdo a um paciente. Por exemplo, em
modalidades especificas, pode ser util rastrear e/ou exterminar células
geneticamente modificadas apés a administracdo ao paciente. Exemplos de
etiquetas incluem a STREPTAG® (GmbH, LLC, Gottingen, DE), a etiqgueta STREP® ||
(WSHPQFEK (SEQ ID N2 195)), ou qualquer variante das mesmas; vide, por
exemplo, a Patente dos EUA n® 7.981.632), etiqueta de His, etiqueta Flag
(DYKDDDDK (SEQ ID N2:196)), etiqueta Xpress (DLYDDDDK (SEQ ID N¢: 197)),
etiqueta Avi (GLNDIFEAQKIEWHE (SEQ ID N2 198)), etiqueta de calmodulina
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(KRRWKKNFIAVSAANRFKKISSSGAL (SEQ ID N2: 199)), etiqueta de poliglutamato,
etiqueta de HA (YPYDVPDYA (SEQ ID N2 200)), etiqueta de Myc (EQKLISEEDL
(SEQ ID N°¢: 201)), etigueta Nus, etiqueta S, etiqueta de SBP, Softag 1
(SLAELLNAGLGGS (SEQ ID Ne¢: 202)), Softag 3 (TQDPSRVG (SEQ ID N: 203)) e
etiqueta V5 (GKPIPNPLLGLDST (SEQ ID N¢: 204)).

[08BJEm modalidades especificas, a presente invencdo propde um
constructo genético para a expressao de anticorpos selecionados que inclui ou
codifica (i) um promotor de cadeia pesada, e/ou (i) uma cadeia leve de
imunoglobulina, e/ou (iii) uma regido variavel de cadeia pesada, e/ou (iv) um codon
de parada; e/ou (v) um elemento saltador e/ou (vi) uma juncéo de splice e/ou (vii)
bracos de homologia e/ou (viii) um ligante e/ou (ix) uma etiqueta.

[089]Modalidades especificas incluem ou codificam: (i) um promotor de
cadeia pesada; (i) um peptideo de sinal; (ii) uma cadeia leve completa de um
anticorpo selecionado; (iv) um ligante flexivel ou um elemento saltador; (v) a regiao
variavel de uma cadeia pesada do anticorpo selecionado; e (vi) uma juncao de
splice.

[090]Modalidades especificas incluem ou codificam: (i) um promotor de
cadeia pesada; (i) um peptideo de sinal; (ii) uma cadeia leve completa de um
anticorpo selecionado; (iv) um ligante flexivel ou um elemento saltador; (v) a regiao
variavel de uma cadeia pesada do anticorpo selecionado; (vi) uma juncao de splice,
e (vii) bracos de homologia.

[091]Modalidades especificas incluem ou codificam: (i) um promotor de
cadeia pesada; (i) um peptideo de sinal; (ii) uma cadeia leve completa de um
anticorpo selecionado; (iv) um ligante flexivel ou um elemento saltador; (v) a regiao
variavel de uma cadeia pesada do anticorpo selecionado; (vi) uma juncao de splice,
(vii) bragos de homologia; e (viii) uma etiqueta.

[092]A FIG. 15B ilustra exemplos adicionais de modelos de reparo de DNA.
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Exemplos de modelos de reparo de DNA que também podem ser usados incluem
modelos de DNA sintéticos e virus adeno-associados. Em modalidades especificas,
os modelos de DNA sintéticos podem incluir DNA de fita dupla (dsDNA) que inclui ou
codifica um promotor e uma porgcao do anticorpo selecionado flanqueada por 20 a
1.500 pares de bases de homologia com o sitio alvo no genoma. Em modalidades
especificas, os modelos de DNA sintéticos podem incluir DNA de fita Unica (ssDNA)
que inclui ou codifica um promotor e uma porcdo do anticorpo selecionado
flanqueada por 10 a 80 pares de bases ou por 400 a 1.000 pares de bases de
homologia com o sitio alvo no genoma. Em modalidades especificas, os modelos de
DNA sintéticos podem incluir tanto dsDNA quanto ssDNA, modificados
terminalmente por fosforilacdo para aumentar a eficacia de ligacdo do DNA. Em
modalidades especificas, tanto o dsDNA quanto o ssDNA podem ser modificados
terminalmente com ligacdes de fosforotioato para aumentar a estabilidade e prevenir
a digestao da endonuclease.

[093]JEm modalidades especificas, um virus adeno-associado pode incluir
um segmento que codifica uma porcao de anticorpo sintética flanqueada por 20 a
1.500 pares de bases de homologia com o sitio alvo no genoma. Em modalidades
especificas, o promotor e a por¢do de anticorpo sintética que codificam a sequéncia
podem ser flanqueados por sequéncias homodlogas ao sitio alvo no genoma
correspondentes.

[094]Em modalidades especificas, o constructo genético incluindo um
mecanismo de reparo de DNA (por exemplo, suturas de homologia, modelo de DNA
sintético) pode ser distribuido utilizando um sistema de edicao génica, tal como
CRISPR, TALENs, megaTALs, nucleases de dedo de zinco e/ou virus adeno-
associado, conforme descrito em mais detalhe abaixo. Por exemplo, um elemento de
direcionamento a genoma, um elemento de corte de genoma e um constructo

genético descrito neste documento podem ser administrados a uma célula B.
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[095]Como exemplo especifico de uma aplicagdo da presente invencéao, as
células B podem ser modificadas para expressar o anticorpo palivizumabe. As
células B podem ser modificadas com um constructo genético com bragcos de
homologia de 80 bp flanqueando um promotor de cadeia pesada a montante da
cadeia leve completa (IgLPV) e os segmentos génicos VDJ da cadeia pesada
(VDJPV) do palivizumabe separados por um peptideo 2A. Aqui, o peptideo 2A é
incluido a fim de induzir um evento de salto ribossémico (Donnelly et al., The Journal
of general virology, 2001; 82(Pt 5):1013-25), 0 que permite que a cadeia pesada e a
cadeia leve sejam produzidas como subunidades distintas que se associardo
normalmente para formar o anticorpo selecionado. Em modalidades especificas, um
cédon de parada pode ser incluido a montante do promotor de cadeia pesada
introduzido para cessar qualquer transcricdo em potencial da regido variavel da
cadeia pesada endogena.

[096]A FIG. 16 ilustra um exemplo de um genoma de célula B “tal como
modificado”, ao passo que a FIG. 17 ilustra populacdes de células B que expressam
0s anticorpos selecionados resultantes.

[097]0s paragrafos a seguir oferecerdo uma descricdo detalhada no que se
refere a (i) Exemplos de Anticorpos Selecionados e Sequéncias; (ii) Técnicas de
Edicdo Génica e Classificagdo Celular; (iii) Férmulas de Células B Modificadas; e (iv)
Métodos de Uso.

[098]()) Exemplos de Anticorpos Selecionados e Sequéncias. Em
modalidades especificas, um anticorpo selecionado é um anticorpo que pode
produzir um efeito protetor contra um patdégeno ou condigdo (por exemplo, doenca
autoimune). Em modalidades especificas, o anticorpo selecionado é um anticorpo
anti-RSV, um anticorpo anti-HIV, um anticorpo anti-virus da Dengue, um anticorpo
anti-Bordetella pertussis, um anticorpo anti-hepatite C, um anticorpo anti-virus da

influenza, um anticorpo anti-virus da parainfluenza, um anticorpo anti-
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metapneumovirus (MPV), um anticorpo anti-citomegalovirus, um anticorpo anti-virus
Epstein Barr; um anticorpo anti-herpes-virus simples, um anticorpo anti-toxina
bacteriana do Clostridium difficile ou um anticorpo anti-fator de necrose tumoral
(TNF).

[099]Em modalidades especificas, os anticorpos selecionados sao
anticorpos quiméricos. Em modalidades especificas, "anticorpos quiméricos"
referem-se a um anticorpo sintético que inclui: (i) ao menos uma por¢dao que é
codificada por um genoma de célula B enddgeno e (ii) ao menos uma porcéo que €
codificada por um constructo genético introduzido. Em modalidades especificas, o
anticorpo quimérico inclui um dominio constante de cadeia pesada end6geno, uma
cadeia leve variavel e constante de imunoglobulina exégena, e uma cadeia pesada
variavel exégena.

[0100]Os anticorpos e sequéncias a seguir sdo Uteis para obter anticorpos
selecionados com ligacao direcionada contra patégenos ou antigenos de interesse
(salvo mencao em contrario, a numeracao de Kabat é tencionada):

[0101]Um exemplo de anticorpo anti-RSV é o palivizumabe, que mira a
proteina de fusdo do RSV e é usado para prevenir ou reduzir infec¢des pelo RSV.

[0102]Em modalidades especificas, um anticorpo anti-RSV é o palivizumabe
murideo, que inclui uma sequéncia de cadeia pesada variavel que inclui:

QVELQESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMSVGWIRQPSGEGLEWL
ADIWWDDKKDYNPSLKSRLTISKDTSSNQVFLKITGVDTADTATYYCARSMITNWYF
DVWGAGTTVTVSS (SEQ ID N¢: 138); e uma sequéncia de cadeia leve variavel que
inclui:

DIQLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVGYMHWYQQKLSTSPKLQIYDTS
KLASGVPGRFSGSGSGNSYSLTISSIQAEDVATYYCFRGSGYPFTFGQGTKLEIK
(SEQ ID Ne®: 205).

[0103]Um exemplo adicional de anticorpo anti-RSV é o palivizumabe
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humano e inclui uma sequéncia de cadeia leve variavel que inclui:

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCKCQLSVGYMHWYQQKPGKAPKLLIYDTS
KLASGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPDFATYYCFQGSGYPFTFGGGTKLEIKR
(SEQ ID N?: 206); e uma sequéncia de cadeia pesada variavel que inclui:

QVTLRESGPALVKPTQTLTLTCTFSGFSLSTSGMSVGWIRQPPGKALEWLA
DIWWDDKKDYNPSLKSRLTISKDTSKNQVVLKVTNMDPADTATYYCARSMITNWYF
DVWGAGTT (SEQ ID N¢: 123).

[0104]Dentro de uma cadeia pesada variavel e cadeia leve variavel,
segmentos chamados de regides determinantes de complementaridade (CDRs)
ditam a ligacdo com o epitopo. Cada cadeia pesada possui trés CDRs (ou seja,
CDRH1, CDRH2 e CDRH3) e cada cadeia leve possui trés CDRs (ou seja, CDRL1,
CDRL2 e CDRL3).

[0105]Um exemplo adicional de anticorpo anti-RSV é descrito na Patente
dos EUA n® 9.403.900. Esse anticorpo anti-RSV inclui uma cadeia pesada variavel
com uma sequéncia de CDRH1 que inclui GASINSDNYYWT (SEQ ID N®: 207), uma
sequéncia de CDRH2 que inclui HISYTGNTYYTPSLKS (SEQ ID N¢: 208) e uma
sequéncia de CDRH3 que inclui CGAYVLISNCGWFDS (SEQ ID N°: 209); e uma
cadeia leve variavel com uma sequéncia de CDRL1 que inclui QASQDISTYLN (SEQ
ID N¢: 210), uma sequéncia de CDRL2 que inclui GASNLET (SEQ ID N°: 211) e uma
sequéncia de CDRL3 que inclui QQYQYLPYT (SEQ ID N%: 212).

[0106]Exemplos de anticorpos anti-RSV também incluem AB1128
(disponibilizado pela MILLIPORE) e ab20745 (disponibilizado pela ABCAM).

[0107]Um exemplo de um anticorpo anti-HIV é o 10E8, que € um anticorpo
amplamente neutralizante que liga-se a gp41. O anticorpo anti-HIV 10E8 inclui uma
cadeia variavel pesada com uma sequéncia de CDRH1 que inclui GFDFDNAW
(SEQ ID N2: 213), uma sequéncia de CDRH2 que inclui ITGPGEGWSYV (SEQ ID N¢:
214) e uma sequéncia de CDRH3 que inclui TGKYYDFWSGYPPGEEYFQD (SEQ ID

Peticéo 870200077587, de 22/06/2020, pag. 45/109



40/102

N?: 215); e uma cadeia leve variavel com uma sequéncia de CDRL1 que inclui
TGDSLRSHYAS (SEQ ID N®: 216), uma sequéncia de CDRL2 que inclui GKNNRPS
(SEQ ID N2: 217) e uma sequéncia de CDRL3 que inclui SSRDKSGSRLSV (SEQ ID
Ne: 218).

[0108]Um exemplo adicional de um anticorpo anti-HIV € o VRCO01, que é um
anticorpo amplamente neutralizante que liga-se ao sitio de ligagcdo CD4 de gp120. O
anticorpo VRCO1 inclui uma cadeia pesada variavel com uma sequéncia de CDRH1
que inclui GYEFIDCT (SEQ ID N2 219), uma sequéncia de CDRH2 que inclui
KPRGGAVN (SEQ ID N2 220) e uma sequéncia de CDRH3 que inclui
RGKNCDYNWDFEHW (SEQ ID N¢: 221); e uma cadeia leve varidvel com uma
sequéncia de CDRL1 que inclui QYGS, uma sequéncia de CDRL2 que inclui SGS e
uma sequéncia de CDRL3 que inclui QQYEF (SEQ ID N°: 222).

[0109]Exemplos de anticorpos anti-HIV também incluem ab18633 e 39/5.4A
(disponibilizados pela ABCAM); e H81E (disponibilizado pela THERMOFISHER).

[0110]Um exemplo de um anticorpo anti-virus da Dengue é o anticorpo 55
descrito na U.S. 20170233460 e inclui uma cadeia pesada variavel com uma
sequéncia de CDRH1 que inclui EVQLHQSGAELVKPGASVKLSCTVSGFNIK (SEQ
ID N°: 223), uma sequéncia de CDRH2 que inclui WWKQRPEQGLEWI (SEQ ID N¢:
224) e uma sequéncia de CDRHS3 que inclui
ATIKADTSSNTAYLQLISLTSEDTAVYYCAF (SEQ ID N2 225); e uma cadeia leve
variavel com uma sequéncia de CDRL1 que inclui DIQMTQSPASLSVSVGETVTITC
(SEQ ID Ne¢: 226), uma sequéncia de CDRL2 que inclui WYQQKQGKSPQLLVY
(SEQ ID N% 227) e uma sequéncia de CDRL3 que inclui
GVPSRFSGSGSGTQYSLKINSLQSEDFGTYYC (SEQ ID N¢: 228).

[0111]Um exemplo adicional de um anticorpo de anti-virus da Dengue é o
DB2-3 descrito na Patente dos EUA n? 8.637.035 e inclui uma cadeia pesada
variavel com uma sequéncia de CDRH1 que inclui YTFTDYAIT (SEQ ID N¢: 229),
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uma sequéncia de CDRH2 que inclui GLISTYYGDSFYNQKFKG (SEQ ID N°: 230) e
uma sequéncia de CDRH3 que inclui TIRDGKAMDY (SEQ ID N°: 231); e uma
cadeia leve variavel com uma sequéncia de CDRL1 que inclui
RSSQSLVHSNGNTYLH (SEQ ID N¢: 232), uma sequéncia de CDRL2 que inclui
KVSNRFS (SEQ ID N¢: 233) e uma sequéncia de CDRL3 que inclui SQSTHVPYT
(SEQ ID N¢: 234). Exemplos de anticorpos anti-virus da Dengue também incluem
ab155042 e ab80914 (ambos disponibilizados pela ABCAM).

[0112]Um exemplo de um anticorpo anti-coqueluche é descrito na Patente
dos EUA n® 9512204 e inclui uma cadeia pesada variavel que inclui
QVQLQQPGSELVRPGASVKLSCKASGYKFTS
YWMHWVKQRPGQGLEWIGNIFPGSGSTNYDEKFNSKATLTVDTSSNTAYMQLSSL
TSEDSAVYYCTRWLSGAYFDYWGQGTTVTVSS (SEQ ID N2 235) e uma cadeia
leve variavel que inclui
QIVLTQSPALMSASPGEKVTMTCSASSSVSFMYWYQQKPRSSPKPWIYLTSNLPSG
VPARFSGSGSGTSYSLTISSMEAEDAATYYCQQWSSHPPTFGSGTKLEIK (SEQ ID
Ne: 236).

[0113]Um exemplo de um anticorpo anti-hepatite C inclui uma cadeia pesada
variavel com uma sequéncia de CDRH1 que inclui SYGMHW (SEQ ID N¢: 237), uma
sequéncia de CDRH2 que inclui VIWLDGSNTYYADSVKGR (SEQ ID N°: 238) e uma
sequéncia de CDRH3 que inclui ARDIFTVARGVIIYFDY (SEQ ID N2 239); e uma
cadeia leve varidvel com uma sequéncia de CDRL1 que inclui RASQSVSSYLA
(SEQ ID Né®: 240), uma sequéncia de CDRL2 que inclui DASNRAT (SEQ ID N¢: 241)
e uma sequéncia de CDRLS3 que inclui QQRSNWVT (SEQ ID N?: 242). Exemplos de
anticorpos anti-hepatite C também incluem MAB8694 (disponibilizado pela
MILLIPORE) e C7-50 (disponibilizado pela ABCAM).

[0114]Um exemplo de anticorpo anti-virus da influenza é descrito na Patente

dos EUA n? 9.469.685 e inclui uma cadeia pesada varidvel com uma sequéncia de
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CDRH1 que inclui GMTSNSLA (SEQ ID N¢: 243), uma sequéncia de CDRH2 que
inclui [IPVFETP (SEQ ID N% 244) e uma sequéncia de CDRH3 que inclui
ATSAGGIVNYYLSFNI (SEQ ID N¢: 245); e uma cadeia leve varidvel com uma
sequéncia de CDRL1 que inclui QTITTW (SEQ ID N°: 246), uma sequéncia de
CDRL2 que inclui KTS e uma sequéncia de CDRL3 que inclui QQYSTYSGT (SEQ
ID N¢: 247). Um exemplo de um anticorpo anti-virus da influenza também inclui C102
(disponibilizado pela THERMOFISHER).

[0115]Um exemplo de anticorpo anti-MPV inclui o MPES.

[0116]Exemplos de anticorpos anti-CMV  incluem MCMV5322A,
MCMV3068A, LJP538 e LJP539. O RG7667 inclui uma mistura de MCMV5322A e
MCMV3068A, ao passo que CSJ148 inclui uma mistura de LJP538 e LJP539. Vide
também, por exemplo, Deng et al., Antimicrobial Agents and Chemotherapy 62(2),
e01108-17 (fevereiro de 2018); e Dole et al, Antimicrobial Agents and
Chemotherapy 60(5), 2881-2887 (maio de 2016).

[0117]Um exemplo de um anticorpo anti-EBV inclui uma cadeia pesada
variavel com uma sequéncia de CDRH1 do AMMO1 que inclui YTFIHFGISW (SEQ
ID N°% 248), uma sequéncia de CDRH2 do AMMO1 que inclui
IDTNNGNTNYAQSLQG (SEQ ID N2: 249) e uma sequéncia de CDRH3 do AMMO1
que inclui RALEMGHRSGFPFDY (SEQ ID N?: 250); e uma cadeia leve variavel com
uma sequéncia de CDRL1 do AMMO1 que inclui GGHNIGAKNVH (SEQ ID N°: 251),
uma sequéncia de CDRL2 do AMMO1 que inclui YDSDRPS (SEQ ID N¢: 252) e uma
sequéncia de CDRL3 do AMMO1 que inclui CQVWDSGRGHPLYYV (SEQ ID N¢: 253).

[0118]Um exemplo de um anticorpo anti-HSV que inclui HSV8-N e MB66.

[0119]Exemplos de anticorpos anti-Clostridium difficile  incluem o
actoxumabe e o bezlotoxumabe. Vide também, por exemplo, Wilcox et al., N. Engl. J.
Med. 376(4), 305-317 (2017).

[0120]Anticorpos anti-TNF disponiveis na praca incluem o infliximabe
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(Remicade® Centocor, Inc., Malvern, PA com biossimilares Inflectra® Pfizer, Kent,
Reino Unido e Ixifi® Pfizer, Nova York, NY), adalimumabe (Humira® Abbott
Laboratories, Abbott Park, IL com biossimilares Amjevita® Amgen, Thousand Oaks,
CA e Cyltezo® Boehringer Ingelheim Int'l, Ingelheim, DE), golimumabe (Simponi®
Johnson & Johnson Corp., New Brunswick, NJ), etanercepte (Enbrel ® Immunex
Corp, Thousand Oaks, CA com biossimilar Erelzi® Novartis AG, Basel, CH) e
certolizumabe-pegol (Cimzia® UCB Pharma, Bruxelas, BE).

[0121]Em modalidades especificas, as CDRs do infliximabe incluem: os
residuos de cadeia pesada 26-37, 52-70 e 103-116 e os residuos de cadeia leve 24-
39, 55-61 e 94-102. Em modalidades especificas, a cadeia pesada do infliximabe
comeca com EVKLEESGGGLVQPGGSMK (SEQ ID N2 254) e a cadeia leve
comega com DILLTQSPAILSVSPGER (SEQ ID N¢: 255).

[0122]Em modalidades especificas, o infliximabe inclui uma cadeia pesada
variavel com uma sequéncia de CDRH1 que inclui IFSNHW (SEQ ID N¢: 256), uma
sequéncia de CDRH2 que inclui RSKSINSATH (SEQ ID N®: 257) e uma sequéncia
de CDRHS3 que inclui NYYGSTY (SEQ ID N¢: 258); e uma cadeia leve variavel com
uma sequéncia de CDRL1 que inclui FVGSSIH (SEQ ID N¢: 259), uma sequéncia de
CDRL2 que inclui KYASESM (SEQ ID Ne°: 260) e uma sequéncia de CDRL3 que
inclui QSHSW (SEQ ID N@: 261).

[0123]Em modalidades especificas, o adalimumabe inclui uma cadeia
pesada variavel com uma sequéncia de CDRH1 que inclui TFDDYA (SEQ ID N¢:
262), uma sequéncia de CDRH2 que inclui TWNSGHID (SEQ ID N¢: 263) e uma
sequéncia de CDRHS3 que inclui VSYLSTASSL (SEQ ID N°: 264); e uma cadeia leve
variavel com uma sequéncia de CDRL1 que inclui GIRNYLA (SEQ ID N°: 265), uma
sequéncia de CDRL2 que inclui YAASTLQ (SEQ ID N%: 266) e uma sequéncia de
CDRL3 que inclui RYNRA (SEQ ID N¢: 267).

[0124]Em modalidades especificas, o certolizumabe inclui uma cadeia
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pesada variavel com uma sequéncia de CDRH1 que inclui VFTDYG (SEQ ID N¢:
268), uma sequéncia de CDRH2 que inclui NTYIGEPI (SEQ ID N 269) e uma
sequéncia de CDRH3 que inclui GYRSYAM (SEQ ID N¢: 270); e uma cadeia leve
variavel com uma sequéncia de CDRL1 que inclui NVGTNVA (SEQ ID N%: 271), uma
sequéncia de CDRL2 que inclui YSASFLY (SEQ ID N 272) e uma sequéncia de
CDRL3 que inclui QYNIY (SEQ ID N¢: 273).

[0125]Véarias sequéncias de anticorpos adicionais que podem ser usadas
nos ensinamentos da presente invengdo encontram-se disponiveis e sdo conhecidas
pelos versados na técnica . Informacdes de sequéncia para anticorpos disponiveis
na praga podem ser encontradas no banco de dados DrugBank, no Registro CAS
e/ou no Banco de Dados de Proteinas RCSB. Além disso, sequéncias de &cido
nucleico que codificam porcdes de anticorpos selecionados descritos neste
documento podem ser facilmente deduzidas pelos versados na técnica.

[0126](ii) Técnicas de Edicdo Génica e Classificagdo Celular. Sistemas de
edicdo génica permitem o controle sobre os sitios alvo das terapias genéticas. Nos
ensinamentos da presente invencao, qualquer sistema de edicao génica capaz do
direcionamento e modificagdo de sequéncia precisos pode ser usado. Esses
sistemas incluem tipicamente um elemento de direcionamento para o
direcionamento preciso e um elemento de corte para cortar o sitio genético
almejado. O RNA guia € um exemplo de um elemento de direcionamento, ao passo
que varias nucleases servem como exemplo de elementos de corte. Elementos de
direcionamento e elementos de corte podem ser moléculas distintas ou interligados,
por exemplo, por uma nanoparticula. Como alternativa, um elemento de
direcionamento e um elemento de corte podem ser interligados em uma molécula de
dupla finalidade. Quando a introducdo de um &cido nucleico terapéutico €
tencionada, os sistemas também podem incluir modelos de reparo dirigido por

homologia (isto é, bragos de homologia conforme descritos acima) associados ao
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constructo genético. Todavia, conforme descrito em mais detalhes abaixo, sistemas
de edicao génica diferentes podem adotar componentes e configuracdes diferentes,
ao passo que mantém a capacidade de mirar, cortar e modificar com precisao sitios
gendmicos selecionados.

[0127]Modalidades especificas utilizam nucleases de dedo de zinco (ZFNs)
como agentes de edicao génica. As ZFNs sdo uma classe de nucleases especificas
de sitio projetadas para ligar-se ao DNA e cliva-lo em posicoes especificas. As ZFNs
sao usadas para introduzir quebras de fita dupla (DSBs) em um sitio especifico em
uma sequéncia de DNA que permite que as ZFNs mirem sequéncias especificas
dentro de um genoma em uma variedade de células diferentes. Além disso,
subsequentemente a quebra de fita dupla, o reparo dirigido por homologia (HDR) ou
a juncao de extremidades ndo homdélogas (NHEJ) ocorrem para reparar a DSB,
permitindo assim a edicdo do genoma.

[0128]As ZFNs sao sintetizadas fusionando um dominio de ligacao com DNA
de dedo de zinco e um dominio de clivagem de DNA. O dominio de ligacdo com
DNA inclui de trés a seis proteinas de dedo de zinco que sao fatores de transcrigéo.
O dominio de clivagem de DNA inclui o dominio catalitico, por exemplo, da Fokl
endonuclease. O dominio Fokl atua como um dimero que requer dois constructos
com dominios de ligacdo com DNA especificos para sitios na sequéncia alvo. O
dominio de clivagem de Fokl cliva dentro de uma sequéncia espacadora de cinco ou
seis pares de bases separando os dois meio-sitios invertidos.

[0129]Para mais informacdes acerca das ZFNs, vide Kim, et al., Proceedings
of the National Academy of Sciences of the United States of America 93, 1156-1160
(1996); Wolfe, et al., Annual review of biophysics and biomolecular structure 29, 183-
212 (2000); Bibikova, et al., Science 300, 764 (2003); Bibikova, et al., Genetics 161,
1169-1175 (2002); Miller, et al., The EMBO journal 4, 1609-1614 (1985); e Miller, et
al., Nature biotechnology 25, 778-785 (2007).
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[0130]Modalidades especificas podem usar nucleases efetoras semelhantes
a ativadores de transcricao (TALENs) como agentes de edicdo génica. As TALENs
referem-se a proteinas de fusdo que incluem um efetor semelhante a ativadores de
transcricao (TALE), uma proteina de ligagdo com DNA e um dominio de clivagem de
DNA. As TALENSs sao usadas para editar genes e genomas ao induzir a DSBs no
DNA, o que provoca mecanismos de reparo nas células. Em termos gerais, duas
TALENs devem ligar-se a e flanquear cada lado do sitio de DNA alvo para que o
dominio de clivagem de DNA dimerize e induza a uma DSB. A DSB é reparada na
célula por NHEJ ou HDR se um fragmento de DNA doador de fita dupla exégeno se
fizer presente.

[0131]Conforme indicado, as TALENs foram desenvolvidas para ligar-se a
uma sequéncia alvo, por exemplo, de um genoma enddgeno e cortar o DNA na
localizagdo da sequéncia alvo. Os TALEs das TALENSs s&o proteinas de ligagcdo com
DNA secretadas por bactérias do género Xanthomonas. O dominio de ligacdo com
DNA dos TALEs incluem uma repeticdo de 33 ou 34 aminodcidos altamente
conservada, com residuos divergentes nas posicoes 122 e 132 de cada repeticéo.
Essas duas posi¢coes, chamadas de Birresiduo Variavel Repetido (RVD), exibem
forte correlacdo com reconhecimento de nucleotideos especificos. Logo, a
especificidade de direcionamento pode ser aprimorada trocando os aminoacidos no
RVD e incorporando aminoacidos de RVD n&o convencionais.

[0132]Exemplos de dominios de clivagem de DNA que podem ser usados
em fusdes de TALEN sdo Fokl endonucleases do tipo selvagem e variantes. Para
mais informacdes acerca das TALENSs, vide Boch, et al., Science 326, 1509-1512
(2009); Moscou, & Bogdanove, Science 326, 1501 (2009); Christian, et al., Genetics
186, 757-761 (2010); e Miller, et al., Nature biotechnology 29, 143-148 (2011).

[0133]Modalidades especificas utilizam MegaTALs como agentes de edicao

génica. As MegaTALs tém uma estrutura de nuclease de clivagem rara de cadeia
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unica em que um TALE é fusionado ao dominio de clivagem de DNA de uma
meganuclease. As meganucleases, também conhecidas como endonucleases
homing, sao cadeias peptidicas simples que compreendem tanto o reconhecimento
de DNA quanto a fungdo da nuclease no mesmo dominio. A diferenca da TALEN, a
megaTAL so requer a distribuicdo de uma unica cadeia peptidica para garantir uma
atividade funcional.

[0134]Em modalidades especificas, 0 genoma de célula B enddégeno pode
ser mirado usando sistemas de edicdo génica CRISPR. O sistema de nuclease
CRISPR é um sistema imunol6gico procarionte que confere resisténcia a elementos
genéticos estranhos, tais como plasmideos e fagos, e proporciona uma forma de
imunidade adquirida. As CRISPRs sao I6cus de DNA que contém repeticdes curtas
de sequéncias de bases. No contexto de um sistema imunolégico procarionte, cada
repeticdo é seguida por segmentos curtos de DNA espacador pertencentes a
elementos genéticos estranhos a que o procarionte se expde. O arranjo CRISPR de
repeticdes intercaladas com espacadores pode ser transcrito no RNA. O RNA pode
ser processado em uma forma madura e associado a uma nuclease, tal como a cas
nuclease (associada a (CRISPR)). Um sistema CRISPR-Cas incluindo um RNA com
uma sequéncia capaz de hibridizar nos elementos genéticos estranhos e a Cas
nuclease pode entdo reconhecer e cortar esses elementos genéticos exégenos no
genoma.

[0135]Um sistema CRISPR-Cas ndo requer a geracdo de proteinas
personalizadas para mirar sequéncias especificas, mas, em vez disso, uma unica
enzima Cas pode ser programada por uma molécula de RNA guia curto (crRNA)
para reconhecer um alvo de DNA especifico. Os sistemas CRISPR-Cas de
imunidade adaptativa bacteriana e arquitetdnica exibem extrema diversidade de
composicao proteica e arquitetura dos l6cus genémicos. Os lécus do sistema

CRISPR-Cas tém mais de 50 familias de genes e ndo ha genes estritamente
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universais, indicando a rapida evolucado e extrema diversidade da arquitetura dos
l6cus. Até hoje, adotando-se uma abordagem em varias frentes, ha uma
identificacdo de genes da cas abrangente de 395 perfis para 93 proteinas Cas. A
classificacao inclui perfis génicos caracteristicos, além arquiteturas de lécus
caracteristicas. Uma nova classificacdo dos sistemas CRISPR-Cas é proposta, na
qual esses sistemas sdo amplamente divididos em duas classes: Classe 1 com
complexos efetores multi-subunidade e Classe 2 com maodulos efetores mono-
subunidade exemplificados pela proteina Cas9.

[0136]Ao menos trés Cas9 nucleases diferentes foram desenvolvidas para a
edicdo de genomas. A primeira é a Cas9 do tipo selvagem, que introduz quebras de
ligacdo dupla (DSBs) em um sitio de DNA especifico, resultando assim na ativacao
do maquinario de reparo de DSB. As DSBs podem ser reparadas por juncédo de
extremidades nao homdélogas (NHEJ), reparo dirigido por homologia (HDR) ou
reparo mediado por micro-homologia (MMEJ). A NHEJ pode envolver o reparo de
uma DSB sem homologia (<5 bp) entre as duas extremidades unidas durante o
reparo; o HDR pode envolver o reparo de uma DSB com uma grande regido de
homologia entre as extremidades unidas durante o reparo (100 ou mais
nucleotideos); e a MMEJ pode envolver o reparo de uma DSB com uma pequena
regiao (5 a 50 bp) de homologia entre as extremidades unidas durante o reparo.
Outro tipo de Cas9 inclui uma Cas9 mutante, conhecida como Cas9D10A, somente
com atividade nickase, o que significa que ela sé cliva uma fita de DNA e ndo ativa a
NHEJ. Sendo assim, os reparos ao DNA prosseguem tao somente através da via do
HDR. A terceira é uma Cas9 (dCas9) deficiente em nuclease que nao possui
atividade de clivagem mas é capaz de ligar-se ao DNA. Logo, a dCas9 é capaz de
mirar sequéncias especificas de um genoma sem clivagem. Ao fusionar a dCas9
com varios dominios efetores, ela pode ser usada como uma ferramenta de

silenciamento ou ativacdo de genes.

Peticéo 870200077587, de 22/06/2020, pag. 54/109



49/102

[0137]Além dos sistemas CRISPR-Cas de Classe 1 e Classe 2, mais
recentemente uma CRISPR-Cas Classe 2 Tipo V exemplificada por Cpfl foi
identificada por Zetsche et al. (2015) Cell 163(3): 759-771. A Cpf1 nuclease pode
prover particularmente maior flexibilidade na sele¢cdo do sitio alvo por meio de uma
sequéncia de reconhecimento curta de trés bases de base (TTN), conhecida como
motivo adjacente ao protoespacador ou PAM. O sitio de corte da Cpf1 fica a pelo
menos 18 bp de distancia da sequéncia do PAM, logo a enzima pode cortar
repetidamente um l6cus especifico apds a formacédo da indel (introducéo e delecao),
aumentando assim a eficiéncia do HDR. Além disso, DSBs escalonadas com
extremidades pegajosas permitem a introducdo de um modelo doador especifico a
orientacao.

[0138]Mais informagdes acerca de sistemas CRISPR-Cas e componentes
dos mesmos sdo descritas na US8697359, US8771945, US8795965, US8865406,
US8871445, US8889356, US8889418, US8895308, US8906616, US8932814,
US8945839, US8993233 e US8999641 e em pedidos relacionados as mesmas; € na
W02014/018423, W02014/093595, W02014/093622, W02014/093635,
W02014/093655, W02014/093661, W02014/093694, W02014/093701,
W02014/093709, W02014/093712, W02014/093718, W02014/145599,
W02014/204723, W02014/204724, W02014/204725, W02014/204726,
W02014/204727, W02014/204728, W02014/204729, W02015/065964,
W02015/089351, W02015/089354, W02015/089364, W02015/089419,
WQ02015/089427, WO2015/089462, WO2015/089465, WO2015/089473 and
WQ02015/089486, WO2016205711, WO2017/106657, WO02017/127807 e em
pedidos relacionados as mesmas.

[0139]Modalidades especificas combinam o tracrRNA e o crBRNA em um
unico RNA guia sintético (sgRNA utilizando, por exemplo, a SEQ ID N°: 87-89 ou

290-366). Em modalidades especificas, um sgRNA pode incluir uma sequéncia de
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vinte nucleotideos que é analoga ao crRNA, e uma sequéncia de tracrBRNA. Para
certos sistemas de edicao génica, a sequéncia alvo pode ser adjacente a um PAM
(por exemplo, 5’-20nt alvo - NGG-3’). Em modalidades especificas, uma sequéncia
alvo pode incluir um PAM (SEQ ID N¢: 5-84). Em modalidades alvo, o RNA guia
(gRNA) inclui um sitio alvo adjacente ao PAM mirado pelo complexo de edicao
génica de genoma. O gRNA pode incluir ao menos os 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22
nucleotideos adjacentes ao PAM.

[0140]Em modalidades especificas, um elemento de corte é direcionado a
uma localizagédo de DNA almejada com a assisténcia de gRNAs desenvolvidos (FIG.
25A (Sternberg et al., Mol Cell., 2015; 58(4):568-74)). Constructos genéticos com
bragos de homologia flanqueando a regidao genémica cortada séo introduzidos com
eficiéncia nessa localizacdo pelo mecanismo de reparo de DNA dirigido por
homologia (vide, por exemplo, a FIG. 15B (Elliott et al., Mol Cell Biol., 1998; 18(1):93-
101). Usando essa abordagem, a expressao do anticorpo enddégeno sera eliminada
e 0s genes que codificam o anticorpo selecionado serdo introduzidos na localizacéao
genética tencionada. Essa introducdo direcionada elimina ou reduz
significativamente o risco de efeitos fora do alvo decorrentes da introducéao genética
aleatéria.

[0141]Em modalidades especificas, o sgRNA que mira a IgH muridea ou
humana de cada anticorpo endégeno mira a regiao de 100 bp a jusante da regiao J
(FIG. 9). Nos exemplos experimentais, essa regiao foi mirada para expressar uma
versdao do anticorpo selecionado palivizumabe contendo a regido C do genoma
endogeno (FIGs. 7 e 9). O algoritmo da crispr.mit.edu (Hsu et al., Nat Biotechnol.,
2013; 31(9):827-32) identificou 22 sequéncias de direcionamento para essa regiao
previstas para ter pouca ligacdo fora do alvo, se alguma. Sequéncias de
direcionamento individuais podem ser inseridas no sgRNA de comprimento total e

misturadas a uma nuclease, tal como a Cas9, imediatamente antes da incubacao,
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conforme descrito (Schumann et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2015;
112(33):10437-42), e eletroporadas em células B (Kim et al., J. Immunol.,1979;
122(2):549-54). Visto que o reparo celular do DNA cortado pela Cas9 geralmente
resulta em perda da fung¢do génica (Symington & Gautier, Annu. Rev. Genet., 2011;
45:247-71), espera-se que sgRNAs eficientes mirando regides codificantes de
anticorpo resultem no surgimento de algumas células B com caréncia de anticorpos,
que podem ser facilmente avaliadas por citometria de fluxo. A atividade dos sgRNAs
mirando sequéncias intrénicas pode ser avaliada por sequenciamento, ou através de
ensaios enzimaticos tais como o ensaio da T7 endonuclease.

[0142]Em modalidades especificas, os elementos de direcionamento e corte
de genoma podem ser administrados por eletroporacao, distribuicdo mediada por
nanoparticulas e/ou distribuicdo de vetor viral. A eletroporacdo pode ser util, por
exemplo, para distribuir elementos de direcionamento e/ou elementos de corte
porque a membrana da célula normalmente ndo permite que essas moléculas
estranhas entrem na célula. A eletroporacao envia um choque elétrico as células, o
que permite temporariamente que essas moléculas estranhas atravessem a
membrana celular.

[0143]JEm modalidades especificas, 0s constructos genéticos para
introducdo podem ser administrados por eletroporagao, distribuicdo mediada por
nanoparticulas e/ou distribuicdo de vetor viral. Vetores virais adeno-associados
incluem os derivados, por exemplo, do adenovirus 5 (Ad5), adenovirus 35 (Ad35),
adenovirus 11 (Ad11), adenovirus 26 (Ad26), adenovirus 48 (Ad48) ou adenovirus
50 (Ad50)), e virus adeno-associado (AAV; vide, por exemplo, a Patente dos EUA n®
5.604.090; Kay et al., Nat. Genet., 24:257 (2000); Nakai et al., Blood 91:4600
(1998)).

[0144]Em modalidades especificas, os elementos de direcionamento e corte

de genoma podem ser administrados por eletroporacdo, e constructos genéticos
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para introducdo podem ser administrados por distribuicdo mediada por AAV. Em
modalidades especificas, os elementos de direcionamento e corte de genoma
podem ser administrados por distribuicdo mediada por nanoparticulas, e o0s
constructos genéticos para introdugdo podem ser administrados por distribuicdo
mediada por AAV.

[0145]Em modalidades especificas, o constructo genético incluindo um
transgene pode ser misturado a um elemento de direcionamento (por exemplo,
sgRNA) e a um elemento de corte (por exemplo, Cas9 ou cpfl) imediata ou
brevemente antes da eletroporacéo. A expressao do anticorpo selecionado pode ser
confirmada mais tarde (por exemplo, 3 dias depois) medindo-se a ligagdo celular
com proteinas alvo fluorescentemente marcadas por citometria de fluxo.
Metodologias de enriquecimento e analise para detectar e analisar células B
especificas do epitopo podem ser adotadas. Pape et al, Science, 2011;
331(6021):1203-7; Taylor et al., J. Exp. Med., 2012; 209(3):597-606; Taylor et al., J.
Exp. Med., 2012; 209(11):2065-77; Haasken et al., J. Immunol. 2013; 191(3):1055-
62; Taylor et al., J. Immunol. Methods, 2014; 405:74-86; Nanton et al., Eur. J.
Immunol., 2015; 45(2):428-41; Hamilton et al., J. Immunol., 2015; 194(10):5022-34;
Taylor et al., Science, 2015; 347(6223):784-7). Essas metodologias permitem a
deteccdo de células B que expressam o anticorpo selecionado em frequéncias tao
extraordinariamente baixas quanto 0,00002% de toda a populagdo de células B
(Taylor et al., Science, 2015; 347(6223):784-7).

[0146]Em modalidades especificas, as células podem ser identificadas e/ou
classificadas com base na expressao do marcador, antes ou depois de distribuir o
constructo genético. Por exemplo, pode ser util isolar um tipo especifico de células B
(por exemplo, células B de meméria, células B secretoras de anticorpos, células B
virgens, células B B1, células B da zona marginal) de uma amostra antes de

distribuir o constructo genético. Em outro exemplo, pode ser Util isolar células B de
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outras células presentes em uma amostra de sangue. A CD19 é um exemplo de uma
proteina expressa pelas células B mas por poucas outras células do corpo. Ao
marcar a CD19 com uma molécula fluorescente, as células B podem ser
especificamente identificadas. A B220 é um marcador util para identificar células B
murideas.

[0147]A CD27 é um exemplo de uma proteina expressa por células B de
memoria humanas mas nao por células B virgens humanas. Ao marcar a CD27 com
uma molécula fluorescente, as células B de memaoria podem ser identificadas.

[0148]A CD21 € um exemplo de uma proteina ndo expressa (ou expressa
em baixo grau) por algumas células B de memdédria humanas com capacidade de
secretar anticorpos rapidamente apés uma infeccdo. A baixa expressao da CD21
pode ser usada para definir células B iniciadas para a diferenciacao celular no
plasma. Ao marcar a CD21 com uma molécula fluorescente, essas células B podem
ser identificadas especificamente, por exemplo, por selecdo negativa.

[0149]Células B virgens humanas podem ser identificadas pelo perfil de
marcador IgM+ IgD+ CD27-. Células B virgens murideas podem ser identificadas
pelo perfil de marcador CD38+ GL7- IgM+ IgD+. Células B B1 humanas podem ser
identificadas pelo perfil de marcador CD5+ CD43+. Células B B1 murideas podem
ser identificados pelo perfil de marcador CD43+ B220LOW. Células B da zona
marginal humanas podem ser identificadas pelo perfil de marcador CD21+++ IgM++
IgD- CD27+. Células B da zona marginal murideas podem ser identificadas pelo
perfil de marcador CD21+++ IgM++ IgD-.

[0150]Modalidades especificas podem utilizar o perfil de marcador
CD19+CD27+CD21'".

[0151]A CD45 é um marcador usado para identificar e/ou isolar tipos
celulares usados nos experimentos descritos neste documento. Diferentes linhagens

murideas expressam diferentes versdes da proteina chamada de CD45,
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denominadas CD45.1 e CD45.2. Em experimentos revelados neste documento,
células B de um camundongo que expressa a CD45.2 sao coletadas e transferidas a
um camundongo que expressa a CD45.1. Ao marcar a CD45.1 e a CD45.2 com
moléculas fluorescentes diferentes, é possivel identificar as células que advém do
animal doador porque elas expressam a CD45.2 mas nao a CD45.1.

[0152]Modalidades especificas incluem classificar as células B apos a
modificacdo genética com base na expressdo de uma cadeia leve exdgena. Por
exemplo, células B que expressam naturalmente uma cadeia leve kappa podem ser
modificadas para expressar um anticorpo selecionado que inclui uma cadeia leve
lambda. Células B que expressam naturalmente uma cadeia leve lambda podem ser
modificadas pra expressar um anticorpo selecionado que inclui uma cadeia leve
kappa. A classificacdo com base na expressdo de uma cadeia leve exdgena
permitird o isolamento somente das células B que expressam o anticorpo
selecionado. Em modalidades especificas, s6 as células B que carecem
completamente da expressao de sua cadeia leve enddgena na superficie sao
isoladas para formulagcédo e administracao a um paciente.

[0153]Em modalidades especificas, as células podem ser identificadas e/ou
isoladas usando citometria de fluxo. A citometria de fluxo é uma abordagem de
analise sensivel e poderosa que utiliza lasers para analisar individualmente as
moléculas fluorescentes marcando milhées de células individuais. Ao analisar a
combinacdo de moléculas fluorescentes com que cada célula € marcada, diferentes
subtipos de células B podem ser identificados. A citometria de fluxo pode ser usada
para identificar subconjuntos de células B e analisar a expressdo de anticorpos
selecionados (por exemplo, palivizumabe) dentro dessas células.

[0154]Em modalidades especificas, métodos para modificar células B podem
incluir obter células-tronco hematopoiéticas (HSC) e/ou distribuir os constructos

genéticos a HSC. "HSC" pode referir-se a um tipo de célula-tronco que produz
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naturalmente células B, bem como outras células do sistema imunoldgico. As HSC
podem ser obtidas, por exemplo, do sangue do corddo umbilical.

[0155]Resultados experimentais especificos descritos neste documento
utilizaram células A20 para desenvolver a metodologia de modificacdo genética
antes de passar para células B recém-isoladas. A A20 é uma linha celular
imortalizada composta por uma célula B muridea.

[0156]Em modalidades especificas, células B podem ser obtidas de um
paciente humano, e as células B obtidas ou um subconjunto das mesmas pode ser
modificado ex vivo.

[0157]F6rmulas de Células B Modificadas. Uma vez modificadas, as células
podem ser coletadas de um meio de cultura e lavadas e concentradas em um
veiculo em uma quantidade terapeuticamente eficaz. Exemplos de veiculos incluem
solucédo salina, solucdo salina tamponada, soro fisiolégico, dgua, solucado de Hanks,
solugdo de Ringer, Nonnosol-R (Abbott Labs), PLASMA-LYTE A® (Baxter
Laboratories, Inc., Morton Grove, IL), glicerol, etanol, e combinacées desses.

[0158]Em modalidades especificas, os veiculos podem ser suplementados
com albumina do soro humano (HSA) ou outros componentes do soro humano ou
soro fetal bovino. Em modalidades especificas, um veiculo para infusdo inclui
solugdo salina tamponada com 5% de sal sédico de acido hialurénico (HAS) ou
dextrose. Agentes isotdnicos adicionais incluem alcoois de acucar polihidricos,
inclusive alcoois de agucar trihidricos ou superiores, tais como glicerina, eritritol,
arabitol, xilitol, sorbitol ou manitol.

[0159]0s veiculos podem incluir agentes tamponantes, tais como tampdes
de citrato, tampbes de succinato, tampdes de tartrato, tampbes de fumarato,
tampdes de gliconato, tampdes de oxalato, tampdes de lactato, tampdes de acetato,
tampdes de fosfato, tampdes de histidina, e/ou sais de trimetilamina.

[0160]"Estabilizantes" referem-se a uma vasta categoria de excipientes que
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podem variar quanto a fungdo desde um agente de volume a um aditivo que ajuda a
prevenir a aderéncia das células as paredes de um recipiente. Estabilizantes tipicos
podem incluir sais de acucar polihidricos; aminoacidos tais como arginina, lisina,
glicina, glutamina, asparagina, histidina, alanina, ornitina, L-leucina, 2-fenilalanina,
acido glutdmico e treonina; agucares organicos ou alcoois de acucar, tais como
lactose, trehalose, estaquiose, manitol, sorbitol, xilitol, ribitol, mioinisitol, galactitol,
glicerol e ciclitéis, tais como inositol; PEG; polimeros de aminoacidos; agentes
redutores contendo enxofre, tais como ureia, glutationa, acido tiéctico, tioglicolato de
sédio, tioglicerol, alfa-monotioglicerol e tiossulfato de sédio; polipeptideos de baixo
peso molecular (isto é, <10 residuos); proteinas tais como HSA, albumina do soro
bovino, gelatina ou imunoglobulinas; polimeros hidréfilos tais como
polivinilpirrolidona; monossacarideos tais como xilose, manose, frutose e glicose;
dissacarideos tais como lactose, maltose e sacarose; trissacarideos tais como
rafinose, e polissacarideos tais como dextrano.

[0161]Quando necessario ou benéfico, as férmulas podem incluir um
anestésico local, tal como lidocaina, para aliviar a dor no local da injecao.

[0162]Exemplos de conservantes incluem fenol, &lcool benzilico, meta-
cresol, metil parabeno, propil parabeno, cloreto de octadecildimetilbenzil aménio,
haletos de benzalcénio, cloreto de hexametdnio, alquil parabenos tais como metil ou
propil parabeno, catecol, resorcinol, ciclohexanol e 3-pentanol.

[0163]As formulas podem incluir, por exemplo, mais de 102 células B
modificadas, mais de 108 células B modificadas, mais de 10* células B modificadas,
mais de 10° células B modificadas, mais de 10° células B modificadas, mais de 10’
células B modificadas, mais de 102 células B modificadas, mais de 10° células B
modificadas, mais de 10'0 células B modificadas ou mais de 10'" células B
modificadas.

[0164]Métodos de uso. Os métodos revelados neste documento incluem
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tratar pacientes (por exemplo, seres humanos, animais domésticos (caes, gatos,
répteis, passaros), animais de fazenda (por exemplo, equinos, bovinos, caprinos,
suinos, galindceos) e animais de pesquisa (por exemplo, macacos, ratos,
camundongos, peixes)) com formulas reveladas neste documento. O tratamento dos
pacientes inclui distribuir quantidades terapeuticamente eficazes. Quantidades
terapeuticamente eficazes incluem as que oferecem quantidades eficazes,
tratamentos profilacticos e/ou tratamentos terapéuticos.

[0165]Uma "quantidade eficaz" é a quantidade de uma composicao
necessaria para resultar em uma mudanca fisiolégica desejada no paciente.
Quantidades eficazes sdo frequentemente administradas para fins de pesquisa. As
quantidades eficazes relevadas neste documento podem provocar um efeito
estatisticamente significativo em um modelo animal ou em um ensaio in vitro
relevante a avaliagdo do desenvolvimento, progressdao e/ou resolugdo de uma
condigéo.

[0166]Um "tratamento profilactico” inclui um tratamento administrado a um
paciente que nao exibe sinais ou sintomas de uma condi¢do ou que exibe apenas 0s
sinais ou sintomas iniciais de uma condicdo, de tal modo que o tratamento seja
administrado com a finalidade de diminuir ou reduzir o risco de desenvolver a
condicdo. Sendo assim, um tratamento profilactico atua como um tratamento
preventivo contra uma condicdo. Em modalidades especificas, os tratamentos
profilacticos reduzem, retardam ou previnem a piora de uma condicdo. Modalidades
especificas incluem a administragcédo de uma férmula descrita neste documento como
protecdo profilactica na auséncia de uma vacina atualmente eficaz. Modalidades
especificas incluem a administragcédo de uma férmula descrita neste documento como
protecdo profilactica em substituicdo a estratégias de vacinagdo convencionais.
Modalidades especificas incluem a administragcdo de uma formula descrita neste

documento como protecdo profilactica em complementacdo a estratégias de
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vacinagao convencionais.

[0167]Um "tratamento terapéutico" inclui um tratamento administrado a um
paciente que exibe sintomas ou sinais de uma condicdo e que é administrado ao
paciente com a finalidade de diminuir ou eliminar esses sinais ou sintomas da
condicdo. O tratamento terapéutico pode reduzir, controlar ou eliminar a presenca ou
atividade da condicdo e/ou reduzir o controle ou eliminar os efeitos colaterais da
condigéao.

[0168]Em modalidades especificas, a condicao é uma infecgéo.

[0169]As fungbes como uma quantidade eficaz, tratamento profilactico ou
tratamento terapéutico ndo sao mutuamente excludentes, e, em modalidades
especificas, as dosagens administradas podem satisfazer a mais de um tipo de
tratamento.

[0170]Em modalidades especificas, as quantidades terapeuticamente
eficazes produzem efeitos anti-patégeno. Efeitos anti-patdégeno podem incluir efeitos
anti-infeccdo. Efeitos anti-infecgdo podem incluir uma reducdo na ocorréncia de
infecgdes, uma reducdo na gravidade das infecgdes, uma redugdo na duracao das
infecgdes, uma reducdo no numero de células infectadas, uma reducao no volume
de tecido infectado, um aumento na expectativa de vida, sensibilidade induzida das
células infectadas para depuracdo imunolégica, menos dor associada a infeccéo,
e/ou reducdo ou eliminagdo de um sintoma associado a infec¢ao tratada.

[0171]Em modalidades especificas, as quantidades terapeuticamente
eficazes produzem efeitos anti-inflamatorios. Efeitos anti-inflamatérios podem incluir
menos dor, calor, vermelhidao, inchaco e/ou perda de funcdo associados a
inflamacao.

[0172]Em modalidades especificas, as quantidades terapeuticamente
eficazes produzem efeitos anti-doenca de Crohn ou efeitos anti-colite ulcerativa. Os

efeitos anti-doenga de Crohn ou anti-colite ulcerativa podem incluir menos diarreia,
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menos hemorragia retal, menos perda de peso inexplicavel, menos febre, menos
dores e caibras abdominais, menos fadiga e sensacdes de energia em baixa, e/ou
recuperacao do apetite.

[0173]Em modalidades especificas, as quantidades terapeuticamente
eficazes produzem efeitos anti-artrite. Os efeitos anti-artrite podem incluir menos dor,
rigidez, inchaco, vermelhidao nas articulagdes e/ou recuperacdo da amplitude de
movimento. Os tipos de artrite incluem artrite reumatoide (RA), espondilite
anquilosante e artrite psoriasica.

[0174]Em modalidades especificas, as quantidades terapeuticamente
eficazes produzem efeitos anti-psoriase em placas. Os efeitos anti-psoriase em
placas podem incluir menos eritemas, descamacdes, coceira, queimaduras,
irritabilidade, anomalias nos leitos ungueais e/ou articulagdes inchadas ou rigidas.

[0175]Em modalidades especificas, células B podem ser obtidas de um
paciente, um subconjunto de células B pode ser modificado ex vivo e, entdo, as
células B modificadas podem ser formuladas e administradas ao paciente. Em
modalidades especificas, um primeiro subconjunto de células B do paciente pode ser
modificado com um primeiro constructo genético para produzir um anticorpo
selecionado contra um primeiro patégeno, e um segundo subconjunto de células B
do paciente pode ser modificado com um segundo constructo genético para produzir
um anticorpo selecionado contra um segundo patégeno, produzindo assim
anticorpos protetores contra dois patdégenos. Conforme indicado, células B contra
qualquer numero de patégenos podem ser formadas e administradas ao paciente.
Em modalidades especificas, os anticorpos selecionados podem ser um anticorpo
anti-RSV, um anticorpo anti-HIV, um anticorpo anti-virus da Dengue, um anticorpo
anti-Bordetella pertussis, um anticorpo anti-hepatite C, um anticorpo anti-virus da
influenza, um anticorpo anti-virus da parainfluenza, um anticorpo anti-MPV, um

anticorpo anti-citomegalovirus, um anticorpo anti-virus Epstein Barr; um anticorpo
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anti-herpes-virus simples, um anticorpo anti-toxina bacteriana do Clostridium difficile
e/ou um anticorpo anti-TNF. Em modalidades especificas, o0s anticorpos
selecionados podem ser um ou mais de um anticorpo anti-RSV, um anticorpo anti-
virus da influenza, um anticorpo anti-virus da parainfluenza e/ou um anticorpo anti-
MPV. Em modalidades especificas, os anticorpos selecionados podem ser um
anticorpo anti-RSV, um anticorpo anti-virus da influenza, um anticorpo anti-virus da
parainfluenza e um anticorpo anti-MPV. Em modalidades especificas, o anticorpo
selecionado é o palivizumabe.

[0176]Em modalidades especificas, células B podem ser obtidas de um
doador de medula éssea ou de um doador de células-tronco hematopoiéticas
imunologicamente compativel com o beneficidrio. Em modalidades especificas, um
primeiro subconjunto de células B do doador pode ser modificado com um primeiro
constructo genético para produzir um anticorpo selecionado contra um primeiro
patégeno, e um segundo subconjunto de células B do doador pode ser modificado
com um segundo constructo genético para produzir um anticorpo selecionado contra
um segundo patégeno, produzindo assim anticorpos protetores contra dois
patégenos. Conforme indicado, células B contra qualquer numero de patégenos
podem ser formadas e administradas ao paciente. Em modalidades especificas, os
anticorpos selecionados podem ser um anticorpo anti-RSV, um anticorpo anti-HIV,
um anticorpo anti-virus da Dengue, um anticorpo anti-Bordetella pertussis, um
anticorpo anti-hepatite C, um anticorpo anti-virus da influenza, um anticorpo anti-
virus da parainfluenza, um anticorpo anti-MPV, um anticorpo anti-citomegalovirus,
um anticorpo anti-virus Epstein Barr; um anticorpo anti-herpes-virus simples, um
anticorpo anti-toxina bacteriana do Clostridium difficile e/ou um anticorpo anti-TNF.
Em modalidades especificas, os anticorpos selecionados podem ser um ou mais de
um anticorpo anti-RSV, um anticorpo anti-virus da influenza, um anticorpo anti-virus

da parainfluenza e/ou um anticorpo anti-MPV. Em modalidades especificas, os
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anticorpos selecionados podem ser um anticorpo anti-RSV, um anticorpo anti-virus
da influenza, um anticorpo anti-virus da parainfluenza e um anticorpo anti-MPV. Em
modalidades especificas, o anticorpo selecionado € o palivizumabe. As células B
geneticamente modificadas podem ser administradas ao beneficiario para prover
protecdo contra uma infeccdo (por exemplo, um efeito anti-infeccdo) até que as
células transplantadas repovoem o proprio sistema imunol6gico do beneficiario.

[0177]Em modalidades especificas, o beneficiario recebe a medula 6ssea de
um doador ou um transplante de células-tronco hematopoiéticas como tratamento
contra uma malignidade hematolégica. Exemplos de malignidades incluem leucemia
linfocitica aguda, leucemia pro-linfocitica de células B, linfoma/leucemia de Burkitt,
leucemia linfocitica crénica (CLL), linfoma difuso de grandes células B, linfoma
folicular (graus I, Il, Ill ou IV), linfoma de Hodgkin, linfoma intravascular de grandes
células B, linfoma, linfoma linfoplasmocitico, linfoma de células do manto, linfoma da
zona marginal (extranodal e nodal), linfoma mediastinal (timico) de grandes células
B, mieloma multiplo, linfoma n&o Hodgkin, sindrome de POEMS / mieloma
osteoescleroético, linfoma primario de efusado, linfoma da zona marginal esplénica,
pequeno linfoma linfocitico, mieloma mdltiplo smoldering (SMM) e
macroglobulinemia de Waldenstrom.

[0178]Em modalidades especificas, o beneficiario recebe células-tronco
hematopoiéticas geneticamente modificadas que proporcionam um gene de que o
beneficiario carece. Esses beneficiarios podem ter uma imunodeficiéncia primaria ou
secundaria que pode ser tratada com a provisdo de um gene terapéutico através de
células-tronco hematopoiéticas. Mais de 80 doencas de imunodeficiéncia primarias
sdo reconhecidas pela Organizacdo Mundial da Saude. Essas doencas sao
caracterizadas por um defeito intrinseco no sistema imunolégico em que, em alguns
casos, 0 corpo é incapaz de produzir qualquer anticorpo ou anticorpos suficientes

contra uma infecgcdo. Em outros casos, as defesas celulares para lutar contra a
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infeccdo falham em funcionar corretamente. Tipicamente, as imunodeficiéncias
primarias sao transtornos hereditarios. A imunodeficiéncia combinada grave ligada
ao cromossomo X (SCID-X1) & outro exemplo de imunodeficiéncia primaria. A SCID
ligada ao cromossomo X resulta na deplecao imunoldgica tanto celular quanto
humoral causada por mutagdes no gene de cadeia gama comum (yC), as quais
resultam na auséncia de linfécitos T e de células exterminadoras naturais (NK).

[0179]As imunodeficiéncias secundarias ou adquiridas ndo decorrem de
anomalias genéticas hereditarias, mas, em vez disso, ocorrem em individuos nos
quais o sistema imunolédgico estd comprometido por fatores externos ao mesmo.
Exemplos incluem trauma, virus, quimioterapia, toxinas e poluicdo. A sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS) €& um exemplo de um transtorno de
imunodeficiéncia secundario causado por um virus, o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), em que a deplecédo de linfécitos T incapacita o corpo a lutar contra
uma infecgéo.

[0180]JEm modalidades especificas, células B podem ser obtidas de um
paciente, um subconjunto de células B pode ser modificado ex vivo e, entdo, as
células B modificadas podem ser formuladas e administradas ao paciente. Em
modalidades especificas, um primeiro subconjunto das células B do paciente pode
ser modificado com um primeiro constructo genético para produzir um anticorpo
selecionado contra uma molécula inflamatéria, tal como uma citocina inflamatoria,
produzindo assim anticorpos que protegem contra a inflamagdo. Em modalidades
especificas, os anticorpos selecionados podem ser anticorpos anti-TNF e/ou
anticorpos anti-IL-1. Em modalidades especificas, o anticorpo selecionado é o
infliximabe, adalimumabe e/ou golimumabe, e/ou um biossimilar aprovado dos
mesmos.

[0181]Para a administracdo, quantidades terapeuticamente eficazes

(também chamadas neste documento de doses) podem ser estimadas inicialmente

Peticdo 870200077587, de 22/06/2020, pag. 68/109



63/102

com base nos resultados de ensaios in vitro e/ou de estudos em modelos animais.
Essas informagdes podem ser usadas para determinar com mais precisao doses
Uteis em pacientes de interesse. A quantidade de dose eficaz administrada a um
paciente especifico pode ser determinada por um médico, veterinario ou pesquisador
levando em consideracdo parametros tais como fatores fisicos e fisioldgicos
incluindo idade, vacinagdes prévias (se alguma), alvo, peso corporal, gravidade da
condicao, tipo da condicdo, estagio da condicao, intervencdes terapéuticas prévias
ou concomitantes, idiopatia do paciente e via de administracao.

[0182]Conforme indicado, em modalidades especificas, as células B
modificadas expressam uma etiqueta que permite, por exemplo, o rastreamento e/ou
eliminacédo ap6s a administracdo ao paciente.

[0183]Exemplos de doses podem incluir, por exemplo, mais de 102 células B
modificadas, mais de 103 células B modificadas, mais de 10* células B modificadas,
mais de 10° células B modificadas, mais de 108 células B modificadas, mais de 10’
células B modificadas, mais de 108 células B modificadas, mais de 10° células B
modificadas, mais de 100 células B modificadas ou mais de 10" células B
modificadas.

[0184]Em modalidades especificas, os efeitos dos anticorpos selecionados
podem ser medidos usando titulagdes virais. "Titulagédo viral" refere-se a quantidade
de virus que pode ser detectada. Titulagcbes virais elevadas significam niveis de
infeccdo elevados. Uma resposta protetora ideal € observada com as titulagbes
caindo a zero.

[0185]Como os versados na técnica perceberdo, embora tenham-se descrito
modalidades especificas, modalidades adicionais também podem ser utilizadas
dentro do ambito da presente invencao. A descricdo a seguir oferece a descricao e
habilitacdo de modalidades representativas adicionais.

MODALIDADES EXEMPLIFICATIVAS
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1. Método para manipular geneticamente células B para que expressem um
anticorpo selecionado, o método incluindo a introdugdo direcionada de um
constructo genético que inclui (i) um promotor e (ii) um transgene que codifica uma
porcao do anticorpo selecionado em uma regido intrénica que € constante em todas
as células B e que é (i) posicionado em relacdo a um elemento intensificador que
interage com o promotor para conduzir a expressdo do transgene; e (i) em uma
configuracédo tal que uma porcdao do genoma codificante de anticorpos enddgeno
das células B néo seja expressa.

2. Método para manipular geneticamente células B para que expressem um
anticorpo selecionado, o método incluindo introduzir na SEQ ID N°: 1, SEQ ID N¢: 2,
SEQ ID N2: 3 ou SEQ ID N°: 4 um constructo genético que inclui ou que codifica (i)
um promotor de cadeia pesada, (ii) um peptideo de sinal, (iii) a cadeia leve de
comprimento total do anticorpo selecionado; (iv) um ligante flexivel ou um elemento
saltador; (v) a regiao variavel da cadeia pesada do anticorpo selecionado; e (vi) uma
juncdo de splice, manipulando geneticamente assim as células B para que
expressem o anticorpo selecionado.

3. Método, de acordo com a modalidade 2, em que o0 genoma codificante de
cadeia pesada varidvel endogeno nas células B ndo é extirpado durante a
modificacdo genética.

4. Método, de acordo com qualquer uma das modalidades de 1 a 3, em que
o anticorpo selecionado é um anticorpo anti-Virus Sincicial Respiratério, um
anticorpo anti-virus da imunodeficiéncia humana (HIV), um anticorpo anti-virus da
Dengue, um anticorpo anti-Bordetella pertussis, um anticorpo anti-hepatite C, um
anticorpo anti-virus da influenza, um anticorpo anti-virus da parainfluenza, um
anticorpo anti-metapneumovirus (MPV), um anticorpo anti-citomegalovirus, um
anticorpo anti-virus Epstein Barr; um anticorpo anti-herpes-virus simples, um

anticorpo anti-toxina bacteriana do Clostridium difficile ou um anticorpo anti-fator de
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necrose tumoral (TNF).

5. Método, de acordo com qualquer uma das modalidades de 1 a 4, em que
o constructo genético inclui as SEQ ID N°: 102-175, 278, 279 ou 280-289.

6. Método, de acordo com qualquer uma das modalidades de 2 a 5, em que
o ligante flexivel fica entre a cadeia leve de comprimento total do anticorpo
selecionado e a regiao variavel da cadeia pesada do anticorpo selecionado.

7. Método, de acordo com qualquer uma das modalidades de 2 a 6, em que
o ligante flexivel é selecionado dentre as SEQ ID N°: 180-184.

8. Método, de acordo com qualquer uma das modalidades de 2 a 7, em que
o ligante flexivel € um ligante Gly-Ser que inclui de 50 a 80 aminoacidos.

9. Método, de acordo com qualquer uma das modalidades de 2 a 8, em que
o ligante flexivel € um ligante Gly-Ser que inclui 57 aminoacidos.

10. Método, de acordo com qualquer uma das modalidades de 2 a 6, 8 ou 9,
em que o ligante flexivel é de SEQ ID N°: 122-184.

11. Método, de acordo com qualquer uma das modalidades de 2 a 10, em
que o elemento saltador fica entre a cadeia leve de comprimento total do anticorpo
selecionado e a regiao variavel da cadeia pesada do anticorpo selecionado.

12. Método, de acordo com uma das modalidades de 2 a 11, em que o
elemento saltador € um peptideo auto-clivante.

13. Método, de acordo com qualquer uma das modalidades 12, em que o
peptideo auto-clivante é selecionado dentre as SEQ ID N2: 176-179.

14. Método, de acordo com qualquer uma das modalidades de 2 a 13, em
gue o elemento saltador € um sitio interno de entrada no ribossomo (IRES).

15. Método, de acordo com qualquer uma das modalidades de 2 a 14, em
que o promotor de cadeia pesada € selecionado dentre as SEQ ID N°: 111 e 128.

16. Método, de acordo com qualquer uma das modalidades de 2 a 15, em

que o promotor de cadeia pesada € IgVH1-69 ou J558H10.
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17. Método, de acordo com qualquer uma das modalidades de 2 a 16,
caracterizado pelo fato de que o peptideo de sinal é selecionado dentre as SEQ ID
Ne°: 118, 134 e 185-194.

18. Método, de acordo com qualquer uma das modalidades de 2 a 17, em
que o peptideo de sinal é derivado da cadeia pesada IgH humana ou da cadeia leve
IgL humana.

19. Método, de acordo com qualquer uma das modalidades de 1 a 18, em
gue o constructo genético inclui bracos de homologia.

20. Método, de acordo com a modalidade 19, em que os bragos de
homologia incluem as SEQ ID N¢: 90-101, 110, 125, 127, 140, 142, 143, 153, 170,
171,173, 174, 278 ou 279.

21. Método, de acordo com qualquer uma das modalidades de 1 a 20, em
qgue o constructo genético codifica uma etiqueta.

22. Método, de acordo com a modalidade 21, em que a etiqueta inclui uma
STREPTAGS®, etiqgueta STREP® I, etiqueta de His, etiqueta Flag, etiqueta Xpress,
etiqueta Avi, etiqueta de calmodulina, etiqueta de poliglutamato, etiqueta de HA,
etiqueta de Myc, etiqueta Nus, etiqueta S, etiqueta de SBP, Softag 1, Softag 3 ou
etiqueta V5.

23. Método, de acordo com a modalidade 21 ou 22, em que a etiqueta inclui
a SEQ ID N2: 122 ou 195-204.

24. Método, de acordo com qualquer uma das modalidades de 1 a 23,
incluindo ainda distribuir uma sequéncia de RNA guia (gRNA) selecionada dentre
uma ou mais das SEQ ID N®: 87-89 e 290-366 e uma nuclease as células B.

25. Método, de acordo com a modalidade 24, em que a distribuicao se da
por eletroporacao, por uma nanoparticula ou por distribuicdo mediada por virus.

26. Método, de acordo com qualquer uma das modalidades de 1 a 25, em

gue o constructo genético faz parte de um vetor viral adeno-associado.
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27. Método, de acordo com qualquer uma das modalidades de 24 a 26, em
que o gRNA e a nuclease sao distribuidos por eletroporacéo e o constructo genético
€ distribuido como parte de um vetor viral adeno-associado.

28. Método, de acordo com qualquer uma das modalidades de 24 a 27, em
que a nuclease é Cas9 ou Cpf1.

29. Método, de acordo com qualquer uma das modalidades de 24 a 28, em
que uma sequéncia alvo mirada por uma ou mais das sequéncias de gRNA é
selecionada dentre uma ou mais das SEQ ID N°: 5-84 e o gRNA ¢é selecionado
dentre uma ou mais das SEQ ID N°: 87-89 e 290-366.

30. Método, de acordo com qualquer uma das modalidades de 1 a 29,
caracterizado pelo fato de que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-RSV que
inclui palivizumabe, AB1128 ou ab20745.

31. Método, de acordo com qualquer uma das modalidades de 1 a 30, em
que o anticorpo selecionado é: palivizumabe incluindo uma cadeia pesada com a
SEQ ID N°: 138 e uma cadeia leve com a SEQ ID N°: 136; palivizumabe incluindo
uma cadeia pesada com a SEQ ID N°: 138 e uma cadeia leve com a SEQ ID N¢:
205; um anticorpo anti-RSV que inclui uma cadeia pesada com a SEQ ID N°: 123 e
uma cadeia leve com a SEQ ID N%: 120; ou um anticorpo anti-RSV que inclui uma
cadeia pesada com a SEQ ID N°: 123 e uma cadeia leve com a SEQ ID N2: 206.

32. Método, de acordo com qualquer uma das modalidades de 1 a 30, em
que o anticorpo selecionado é um anticorpo anti-RSV que inclui uma CDRH1 com a
SEQ ID N¢: 207, uma CDRH2 com a SEQ ID N¢ 208, uma CDRH3 com a SEQ ID
N2: 209; uma CDRL1 com a SEQ ID N®: 210, uma CDRL2 com a SEQ ID N¢%: 211 e
uma CDRL3 com a SEQ ID N®: 212.

33. Método, de acordo com qualquer uma das modalidades de 1 a 29, em
que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-HIV que inclui 10E8, VRCO1,

ab18633 ou 39/5.4A.
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34. Método, de acordo com qualquer uma das modalidades de 1 a 29 ou 33,
caracterizado pelo fato de que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-HIV que
inclui uma cadeia pesada com a SEQ ID N2%: 150 e uma cadeia leve com a SEQ ID
Ne: 149.

35. Método, de acordo com qualquer uma das modalidades de 1 a 29 ou 33,
em que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-HIV que inclui uma CDRH1 com
a SEQ ID N®: 213, uma CDRH2 com a SEQ ID N°: 214, uma CDRH3 com a SEQ ID
N°: 215, uma CDRL1 com a SEQ ID N®: 216, uma CDRL2 com a SEQ ID N%: 217 e
uma CDRL3 com a SEQ ID N%: 218, ou uma CDRH1 com a SEQ ID N%: 219, uma
CDRH2 com a SEQ ID N®: 220, uma CDRH3 com a SEQ ID N¢: 221, uma CDRL1
com QYGS, uma CDRL2 com SGS e uma CDRL3 com a SEQ ID N®: 222.

36. Método, de acordo com qualquer uma das modalidades de 1 a 29, em
que o anticorpo selecionado é um anticorpo anti-virus da Dengue que inclui o
anticorpo 55, DB2-3, ab155042 ou ab80914.

37. Método, de acordo com qualquer uma das modalidades de 1 a 29 ou 36,
em que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-virus da Dengue que inclui uma
CDRH1 com a SEQ ID N¢: 223, uma CDRH2 com a SEQ ID N2 224, uma CDRH3
com a SEQ ID N2: 225; uma CDRL1 com a SEQ ID N°: 226, uma CDRL2 com a SEQ
ID N2: 227 e uma CDRKL3 com a SEQ ID N¢: 228, ou uma CDRH1 com a SEQ ID
N2: 229, uma CDRH2 com a SEQ ID N2: 230, uma CDRH3 com a SEQ ID N¢2: 231,
uma CDRL1 com a SEQ ID N2 232, uma CDRL2 com a SEQ ID N 233 e uma
CDRL3 com a SEQ ID N°: 234.

38. Método, de acordo com qualquer uma das modalidades de 1 a 29,
caracterizado pelo fato de que o anticorpo selecionado é um anticorpo anti-
coqueluche que inclui uma cadeia pesada com a SEQ ID N¢: 235 e uma cadeia leve
com a SEQ ID N¢: 236.

39. Método, de acordo com qualquer uma das modalidades de 1 a 29, em
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que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-hepatite C que inclui MAB8694 ou
C7-50.

40. Método, de acordo com qualquer uma das modalidades de 1 a 29 ou 39,
em que o anticorpo selecionado é um anticorpo anti-hepatite C que inclui uma
CDRH1 com a SEQ ID N¢: 237, uma CDRH2 com a SEQ ID N¢: 238, uma CDRH3
com a SEQ ID N°: 239, uma CDRL1 com a SEQ ID N°: 240, uma CDRL2 com a SEQ
ID N°: 241 e uma CDRL3 com a SEQ ID N®: 242.

41. Método, de acordo com qualquer uma das modalidades de 1 a 29, em
que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-virus da influenza que inclui C102.

42. Método, de acordo com qualquer uma das modalidades de 1 a 29 ou 41,
em que o anticorpo selecionado é um anticorpo anti-virus da influenza que inclui
uma cadeia pesada com a SEQ ID N° 159 e uma cadeia leve com a SEQ ID N¢:
158.

43. Método, de acordo com qualquer uma das modalidades de 1 a 29 ou 41,
em que o anticorpo anti-virus da influenza que inclui uma CDRH1 com a SEQ ID N°:
243, uma CDRH2 com a SEQ ID N2: 244, uma CDRH3 com a SEQ ID N2: 245, uma
CDRL1 com a SEQ ID N¢: 246, uma CDRL2 com KTS e uma CDRL3 com a SEQ ID
Ne: 247.

44. Método, de acordo com qualquer uma das modalidades de 1 a 29, em
que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-MPV que inclui MPES.

45. Método, de acordo com qualquer uma das modalidades de 1 a 29, em
que o anticorpo selecionado é um anticorpo anti-CMV que inclui MCMV5322A,
MCMV3068A, LJP538 ou LJP539.

46. Método, de acordo com qualquer uma das modalidades de 1 a 29,
caracterizado pelo fato de que o anticorpo selecionado é um anticorpo anti-EBV que
inclui uma cadeia pesada com a SEQ ID N?% 168 e uma cadeia leve com a SEQ ID

Ne: 166.
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47. Método, de acordo com qualquer uma das modalidades de 1 a 29, em
que o anticorpo selecionado é um anticorpo anti-EBV que inclui uma CDRH1 com a
SEQ ID N@: 248, uma CDRH2 com a SEQ ID N¢% 249, uma CDRH3 com a SEQ ID
Ne2: 250, uma CDRL1 com a SEQ ID N®: 251, uma CDRL2 com a SEQ ID N¢: 252 e
uma CDRL3 com a SEQ ID N¢: 253.

48. Método, de acordo com qualquer uma das modalidades de 1 a 29, em
que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-HSV que inclui HSV8-N e MB66.

49. Método, de acordo com qualquer uma das modalidades de 1 a 29, em
que o anticorpo selecionado é um anticorpo anti-Clostridium difficile que inclui
actoxumabe ou bezlotoxumabe.

50. Método, de acordo com qualquer uma das modalidades de 1 a 29, em
que o anticorpo selecionado é um anticorpo anti-TNF que inclui infliximabe,
adalimumabe, etanercepte, certolizumabe, ou biossimilares aceitos dos mesmos.

51. Método, de acordo com qualquer uma das modalidades de 1 a 29 ou 50,
em que o anticorpo selecionado é um anticorpo anti-TNF que inclui uma cadeia
pesada com a SEQ ID N2 254 e uma cadeia leve com a SEQ ID N°: 255; uma
CDRH1 com a SEQ ID N¢: 256, uma CDRH2 com a SEQ ID N°: 257 e uma CDRH3
com a SEQ ID N°: 258; uma CDRL1 com a SEQ ID N°: 259, uma CDRL2 com a SEQ
ID N2: 260 e uma CDRL3 com a SEQ ID N¢: 261; uma CDRH1 com a SEQ ID N¢:
262, uma CDRH2 com a SEQ ID N2: 263 e uma CDRH3 com a SEQ ID N2: 264; uma
CDRL1 com a SEQ ID N®: 265, uma CDRL2 com a SEQ ID N®: 266 e uma CDRL3
com a SEQ ID N 267; uma CDRH1 com a SEQ ID N®: 268, uma CDRH2 com a
SEQ ID N2: 269 e uma CDRH3 com a SEQ ID N2 270; ou uma CDRL1 com a SEQ
ID N¢: 271, uma CDRL2 com a SEQ ID N¢: 272 e uma CDRL3 com a SEQ ID N¢:
273.

52. Método, de acordo com qualquer uma das modalidades de 1 a 51, em

que a modificacdo genética utiliza uma sequéncia que inclui qualquer uma das SEQ
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ID N°: 87, 88, 89, 90-175, 278-366.

53. Método, de acordo com qualquer uma das modalidades de 1 a 52, em
que a célula B é uma célula B produtora de anticorpos, uma célula B de meméria,
uma célula B virgem, uma célula B B1 ou uma célula B da zona marginal.

54. Célula B modificada de acordo com um método de acordo com qualquer
uma das modalidades de 1 a 53.

55. Célula B, de acordo com a modalidade 54, em que a célula B é uma
célula B secretora de anticorpos, uma célula B de memdria, uma célula B virgem,
uma célula B B1 ou uma célula B da zona marginal.

56. Método para produzir um efeito anti-infeccdo em um paciente que dele
necessita, 0 método incluindo administrar uma quantidade terapeuticamente eficaz
de uma célula B de acordo com a modalidade 54 ou 55 ao paciente, produzindo
assim um efeito anti-infecgéo.

57. Método, de acordo com a modalidade 56, em que elimina-se a
necessidade de vacinagao.

58. Método, de acordo com a modalidade 56 ou 57, em que a administracao
substitui um protocolo de vacinagao.

59. Método, de acordo com a modalidade de 56 a 58, em que o paciente tem
sua imunidade suprimida.

60. Método, de acordo com qualquer uma das modalidades de 56 a 59, em
que o paciente tem sua imunidade suprimida como parte de um regime de
tratamento que inclui transplante de medula 6ssea, transplante de células-tronco
hematopoiéticas ou administracéo de células-tronco hematopoiéticas geneticamente
modificadas.

61. Método para produzir um efeito anti-inflamatério em um paciente que
dele necessita, o método incluindo administrar uma quantidade terapeuticamente

eficaz de uma célula B de acordo com a modalidade 54 ou 55 ao paciente,
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produzindo assim um efeito anti-inflamatério.

62. Constructo genético para modificar uma célula B para que expresse um
anticorpo selecionado, o constructo genético incluindo ou codificando (i) um
promotor de cadeia pesada, (i) um peptideo de sinal, (iii) a cadeia leve de
comprimento total do anticorpo selecionado; (iv) um ligante flexivel ou um elemento
saltador; (v) a regiao variavel da cadeia pesada do anticorpo selecionado; e (vi) uma
juncao de splice.

63. Constructo genético, de acordo com a modalidade 62, incluindo as SEQ
ID N2: 102-175 ou 280-289.

64. Constructo genético, de acordo com a modalidade 62 ou 63, em que o
ligante flexivel fica entre a cadeia leve de comprimento total do anticorpo
selecionado e a regiao variavel da cadeia pesada do anticorpo selecionado.

65. Constructo genético, de acordo com qualquer uma das modalidades de
62 a 64, em que o ligante flexivel € selecionado dentre as SEQ ID N°2: 180-184.

66. Constructo genético, de acordo com qualquer uma das modalidades de
62 a 65, em que o ligante flexivel € um ligante Gly-Ser que inclui de 50 a 80
aminoacidos.

67. Constructo genético, de acordo com qualquer uma das modalidades de
62 a 66, em que o ligante flexivel € um ligante Gly-Ser que inclui 57 aminoacidos.

68. Constructo genético, de acordo com qualquer uma das modalidades de
62 a 64, 66 ou 67, em que o ligante flexivel € a SEQ ID N2: 122.

69. Constructo genético, de acordo com qualquer uma das modalidades de
62 a 68, em que o elemento saltador fica entre a cadeia leve de comprimento total
do anticorpo selecionado e a regido variavel da cadeia pesada do anticorpo
selecionado.

70. Constructo genético, de acordo com uma das modalidades de 62 a 69,

em que o elemento saltador € um peptideo auto-clivante.
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71. Constructo genético, de acordo com a modalidade 70, em que o
peptideo auto-clivante é selecionado dentre SEQ ID N°: 176-179.

72. Constructo genético, de acordo com qualquer uma das modalidades de
62 a 69, em que o elemento saltador € um sitio interno de entrada no ribossomo
(IRES).

73. Constructo genético, de acordo com qualquer uma das modalidades de
62 a 72, em que o promotor de cadeia pesada é selecionado dentre SEQ ID N2: 111
e 128.

74. Constructo genético, de acordo com qualquer uma das modalidades de
62 a 73, em que o promotor de cadeia pesada é IgVH1-69 ou J558H10.

75. Método, de acordo com qualquer uma das modalidades de 62 a 74, em
qgue o peptideo de sinal é selecionado dentre as SEQ ID N°: 118, 134 e 185-194.

76. Constructo genético, de acordo com qualquer uma das modalidades de
62 a 75, em que o peptideo de sinal € derivado da cadeia pesada IgH humana ou da
cadeia leve IgL humana.

77. Constructo genético, de acordo com qualquer uma das modalidades de
62 a 76, em que o constructo genético inclui bracos de homologia.

78. Constructo genético, de acordo com a modalidade 77, em que os bragos
de homologia incluem as SEQ ID N2 90-101, 110, 125, 127, 140, 142, 143, 153,
170, 171,173, 174, 278 ou 279.

79. Constructo genético, de acordo com qualquer uma das modalidades de
62 a 78, em que o constructo genético codifica uma etiqueta.

80. Constructo genético, de acordo com a modalidade 79, em que a etiqueta
inclui uma STREPTAG®, etiqueta STREP® I, etiqueta de His, etiqueta Flag, etiqueta
Xpress, etiqueta Avi, etiqueta de calmodulina, etiqueta de poliglutamato, etiqueta de
HA, etiqueta de Myc, etiqueta Nus, etiqueta S, etiqueta de SBP, Softag 1, Softag 3

ou etiqueta V5.
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81. Constructo genético, de acordo com a modalidade 79 ou 80, em que a
etiqueta inclui a SEQ ID N°: 122 ou 195-204.

82. Constructo genético, de acordo com qualquer uma das modalidades de
62 a 81, em que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-RSV que inclui
palivizumabe, AB1128 ou ab20745.

83. Constructo genético, de acordo com qualquer uma das modalidades de
62 a 82, em que o anticorpo selecionado é: palivizumabe incluindo uma cadeia
pesada com a SEQ ID N2 138 e uma cadeia leve com a SEQ ID N° 136;
palivizumabe incluindo uma cadeia pesada com a SEQ ID N°: 138 e uma cadeia leve
com a SEQ ID N?: 205; um anticorpo anti-RSV que inclui uma cadeia pesada com a
SEQ ID N2: 123 e uma cadeia leve com a SEQ ID N¢: 120; ou um anticorpo anti-RSV
que inclui uma cadeia pesada com a SEQ ID N2 123 e uma cadeia leve com a SEQ
ID Ne@: 206.

84. Constructo genético, de acordo com qualquer uma das modalidades de
62 a 82, em que o anticorpo selecionado é um anticorpo anti-RSV que inclui uma
CDRH1 com a SEQ ID N¢: 207, uma CDRH2 com a SEQ ID N¢: 208, uma CDRH3
com a SEQ ID N°: 209; uma CDRL1 com a SEQ ID N°: 210, uma CDRL2 com a SEQ
ID N°: 211 e uma CDRL3 com a SEQ ID N®: 212.

85. Constructo genético, de acordo com qualquer uma das modalidades de
62 a 81, em que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-HIV que inclui 10ES8,
VRCO01, ab18633 ou 39/5.4A.

86. Constructo genético, de acordo com qualquer uma das modalidades de
62 a 81 ou 85, em que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-HIV que inclui
uma cadeia pesada com a SEQ ID N° 150 e uma cadeia leve com a SEQ ID N¢:
149.

87. Constructo genético, de acordo com qualquer uma das modalidades de

62 a 81 ou 85, em que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-HIV que inclui
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uma CDRH1 com a SEQ ID N¢% 213, uma CDRH2 com a SEQ ID N 214, uma
CDRH3 com a SEQ ID N¢: 215, uma CDRL1 com a SEQ ID N°: 216, uma CDRL2
com a SEQ ID N¢: 217 e uma CDRL3 com a SEQ ID N%: 218, ou uma CDRH1 com a
SEQ ID N2: 219, uma CDRH2 com a SEQ ID N¢ 220, uma CDRH3 com a SEQ ID
Ne°: 221, uma CDRL1 com QYGS, uma CDRL2 com SGS e uma CDRL3 com a SEQ
ID Ne@: 222.

88. Constructo genético, de acordo com qualquer uma das modalidades de
62 a 81, em que o anticorpo selecionado é um anticorpo anti-virus da Dengue que
inclui o anticorpo 55, DB2-3, ab155042 ou ab80914.

89. Constructo genético, de acordo com qualquer uma das modalidades de
62 a 81 ou 88, em que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-virus da Dengue
que inclui uma CDRH1 com a SEQ ID N?: 223, uma CDRH2 com a SEQ ID N¢: 224,
uma CDRH3 com a SEQ ID N¢% 225; uma CDRL1 com a SEQ ID N2 226, uma
CDRL2 com a SEQ ID N%: 227 e uma CDRKL3 com a SEQ ID N®: 228, ou uma
CDRH1 com a SEQ ID N¢: 229, uma CDRH2 com a SEQ ID N¢: 230, uma CDRH3
com a SEQ ID N°: 231, uma CDRL1 com a SEQ ID N°: 232, uma CDRL2 com a SEQ
ID N°: 233 e uma CDRL3 com a SEQ ID N°: 234.

90. Constructo genético, de acordo com qualquer uma das modalidades de
62 a 81, em que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-coqueluche que inclui
uma cadeia pesada com a SEQ ID N°: 235 e uma cadeia leve com a SEQ ID N¢:
236.

91. Constructo genético, de acordo com qualquer uma das modalidades de
62 a 81, em que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-hepatite C que inclui
MAB8694 ou C7-50.

92. Constructo genético, de acordo com qualquer uma das modalidades de
62 a 81 ou 91, em que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-hepatite C que

inclui uma CDRH1 com a SEQ ID N2: 237, uma CDRH2 com a SEQ ID N2: 238, uma

Peticéo 870200077587, de 22/06/2020, pag. 81/109



76/102

CDRH3 com a SEQ ID N¢: 239, uma CDRL1 com a SEQ ID N°: 240, uma CDRL2
com a SEQ ID N%: 241 e uma CDRL3 com a SEQ ID N¢: 242.

93. Constructo genético, de acordo com qualquer uma das modalidades de
62 a 81, em que o anticorpo selecionado é um anticorpo anti-virus da influenza que
inclui C102.

94. Constructo genético, de acordo com qualquer uma das modalidades de
62 a 81 ou 93, em que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-virus da
influenza que inclui uma cadeia pesada com a SEQ ID N°: 159 e uma cadeia leve
com a SEQ ID N@: 158.

95. Constructo genético, de acordo com qualquer uma das modalidades de
62 a 81 ou 93, em que o anticorpo anti-virus da influenza que inclui uma CDRH1
com a SEQ ID N 243, uma CDRH2 com a SEQ ID N 244, uma CDRH3 com a
SEQ ID N2: 245, uma CDRL1 com a SEQ ID N®: 246, uma CDRL2 com KTS e uma
CDRL3 com a SEQ ID N¢: 247.

96. Constructo genético, de acordo com qualquer uma das modalidades de
62 a 81, em que o anticorpo selecionado é um anticorpo anti-MPV que inclui MPES.

97. Constructo genético, de acordo com qualquer uma das modalidades de
62 a 81, em que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-CMV que inclui
MCMV5322A, MCMV3068A, LJP538 ou LJP539.

98. Constructo genético, de acordo com qualquer uma das modalidades de
62 a 81, em que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-EBV que inclui uma
cadeia pesada com a SEQ ID N°: 168 e uma cadeia leve com a SEQ ID N2: 166.

99. Constructo genético, de acordo com qualquer uma das modalidades de
62 a 81, em que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-EBV que inclui uma
CDRH1 com a SEQ ID N¢: 248, uma CDRH2 com a SEQ ID N¢: 249, uma CDRH3
com a SEQ ID N°: 250, uma CDRL1 com a SEQ ID N°: 251, uma CDRL2 com a SEQ
ID N°: 252 e uma CDRL3 com a SEQ ID N®: 253.
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100. Constructo genético, de acordo com qualquer uma das modalidades de
62 a 81, em que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-HSV que inclui HSV8-N
e MB66.

101. Constructo genético, de acordo com qualquer uma das modalidades de
62 a 81, em que o anticorpo selecionado é um anticorpo anti-Clostridium difficile que
inclui actoxumabe ou bezlotoxumabe.

102. Constructo genético, de acordo com qualquer uma das modalidades de
62 a 81, em que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-TNF que inclui
infliximabe, adalimumabe, etanercepte, certolizumabe, ou biossimilares aceitos dos
mesmos.

103. Constructo genético, de acordo com qualquer uma das modalidades de
62 a 81 ou 102, em que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-TNF que inclui
uma cadeia pesada com a SEQ ID N°: 254 e uma cadeia leve com a SEQ ID N¢:
255; uma CDRH1 com a SEQ ID N2: 256, uma CDRH2 com a SEQ ID N°: 257 e uma
CDRH3 com a SEQ ID N¢: 258; uma CDRL1 com a SEQ ID N?: 259, uma CDRL2
com a SEQ ID N2 260 e uma CDRL3 com a SEQ ID N¢ 261; uma CDRH1 com a
SEQ ID N2: 262, uma CDRH2 com a SEQ ID N%: 263 e uma CDRH3 com a SEQ ID
N°: 264; uma CDRL1 com a SEQ ID N®: 265, uma CDRL2 com a SEQ ID N¢°: 266 e
uma CDRL3 com a SEQ ID N?: 267; uma CDRH1 com a SEQ ID N%: 268, uma
CDRH2 com a SEQ ID N¢: 269 e uma CDRH3 com a SEQ ID N¢: 270; ou uma
CDRL1 com a SEQ ID N®: 271, uma CDRL2 com a SEQ ID N¢: 272 e uma CDRL3
com a SEQ ID Ne: 278.

104. Kit para modificar geneticamente uma célula B, o kit incluindo um
constructo genético de acordo com qualquer uma das modalidades de 62 a 103 e
um gRNA que mira a SEQ ID N°: 1, SEQ ID N¢: 2, SEQ ID N°: 3 ou SEQ ID N¢: 4.

105. Kit, de acordo com a modalidade 104, em que o gRNA é selecionado

dentre uma ou mais das SEQ ID N2: 87, 88, 89 e 290-366.
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106. Kit, de acordo com a modalidade 104 ou 105, incluindo ainda uma
nuclease.

107. Kit, de acordo com a modalidade 106, em que a nuclease é Cas9 ou
Cpf1.

108. Kit, de acordo com qualquer uma das modalidades de 104 a 107,
incluindo ainda uma nanoparticula ou vetor viral adeno-associado.

109. Kit, de acordo com qualquer uma das modalidades de 104 a 108, em
que o gRNA e a nuclease sédo associados a uma nanopatrticula.

110. Kit, de acordo com qualquer uma das modalidades de 104 a 109, em
gue o constructo genético faz parte de um vetor viral adeno-associado.

[0186]Exemplo 1: Provendo protecao vitalicia contra infecgdes pelo virus
sincicial respiratério sem uma vacina. O virus sincicial respiratério (RSV) é uma das
principais causas de doenca respiratéria grave em criangas pequenas, em especial
recém-nascidos com doenca pulmonar crénica, cardiopatia congénita ou nascimento
prematuro. A imunidade humoral pode mediar uma protecao eficaz contra o RSV,
demonstrada pelos efeitos terapéuticos do anticorpo recombinante Synagis®
(Medimmune, Inc.)/palivizumabe. No entanto, tanto a infeccdo natural quanto os
ensaios de vacina anteriores fracassaram em induzir a uma resposta imunolégica
protetora contra o RSV.

[0187]No caso do RSV e de outras doencas dificeis de vacinar, contornar a
vacinacao através da engenharia de células B primarias para provocar a expressao
de um anticorpo terapéutico desejado é extremamente atrativo. Os I6cus de
imunoglobulina (Ig) sédo extremamente grandes, diversos e estdo sujeitos a larga
recombinacdo e edicdo gendmicas. Além disso, a transcricio de genes da
imunoglobulina para produzir tanto formas de membrana quanto formas secretadas
conta com a regulacdo do splicing de mRNA e da poliadenilagdo por elementos

reguladores do DNA. Essa complexidade tornou a transducéo viral, a abordagem
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tradicional para a engenharia celular de linfécitos, tecnicamente impraticavel para a
producéo de células B terapéuticas.

[0188]Modalidades especificas incluem uma plataforma para a
reprogramacao rapida e seletiva da especificidade de anticorpos de células B
primarias por engenharia imunogenética em um s6 golpe. Essa plataforma tira
proveito da alta atividade da via de reparo de DNA via juncdo de extremidades
mediada por micro-homologia em células B primarias para introduzir um modelo de
DNA de fita dupla/fita Unica hibrido totalmente sintético ap6s a criacao de quebras
de DNA por riboproteinas Cas9/sgRNA. A chave para essa abordagem é a
preservacao de elementos reguladores enddégenos, o que permite o controle nativo
da expressao de anticorpos ligados a superficie e de anticorpos secretados.
Ademais, a estratégia ndo se restringe ao RSV. E possivel expressar anticorpos
protetores contra praticamente qualquer patégeno com uma unica coleta de sangue
e a subsequente infusdo de células alguns dias mais tarde.

[0189]Materiais e Métodos. Desenvolvimento de sgRNA. sgRNAs mirando
sequéncias intrénicas nos lécus da IgH murideos e humanos foram desenvolvidos
usando o CrispRGold (crisprgold.mdc-berlin.de) e produzidos em forma sintética
incorporando analogos da 2’-O-metila e ligagbes de 3’ fosforotioato entre
nucleotideos nos primeiros trés residuos de RNA terminais 5’ e 3’ (Synthego). As
sequéncia mirando 0 genoma sao as seguintes:

Muridea: UUAUACAGUAUCCGAUGCAU (SEQ ID N¢: 87)

Humana: GUCUCAGGAGCGGUGUCUGU (SEQ ID Ne@: 89)

[0190]Desenvolvimento e montagem de sequéncias-modelo.

[0191]Humana: O constructo de anticorpos incluiu a regido promotora de
cadeia pesada IgVH1-69 (SEQ ID N°% 111), a cadeia leve de comprimento total do
palivizumabe otimizada por cédon (SEQ ID N2: 113 (nucleotideo) e SEQ ID N°: 120

(aminoacido)), um ligante glicina-serina de 57 aminoacidos contendo 3 cépias
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tandem do motivo da Streptag Il (SEQ ID N°: 116 (nucleotideo) e SEQ ID N°: 122
(aminoacido)), a regido variavel da cadeia pesada do palivizumabe otimizada por
cédon (SEQ ID N?: 117 (nucleotideo) e SEQ ID N?: 123 (aminoacido)) e uma juncao
de splice com 60 bp de uma sequéncia flanqueadora derivada do segmento do gene
IGHJ1 humano (SEQ ID N°: 124).

[0192]Muridea: modelo mCherry incluido no promotor de cadeia pesada
J5558H10, a fase de leitura aberta de mCherry completa otimizada por cédon e o
sitio de poliadenilacdo sv40. Os constructos de anticorpo incluiram o promotor de
cadeia pesada J5558H10 (SEQ ID N°: 128, V.A Love et al., Molecular Immunology,
2000), a cadeia leve de comprimento total do anticorpo otimizada por cédon (SEQ ID
N?: 130 (nucleotideo) e SEQ ID N2 135 (aminoéacido)), um ligante glicina-serina de
57 aminoacidos contendo duas copias tandem da sequéncia de Streptag Il (SEQ ID
N2: 116 (nucleotideo) e SEQ ID N2 122 (aminoacido)), a regido variavel da cadeia
pesada do anticorpo otimizada por cédon (SEQ ID N°: 133 (nucleotideo) e SEQ ID
N?: 138 (aminoacido)) e uma juncdo de splice com 60 bp de uma sequéncia
flanqueadora do segmento do gene IGHJ3 murideo (SEQ ID N°: 139).

[0193]Anelamento de oligonucleotideos de sutura (isto €, oligonucleotideos
de splicing). Oligonucleotideos de sutura com 36 bp de complementaridade com a
fita de DNA nao alvo distal ao pam e proximal ao pam e 50 a 100 bp de
complementaridade com o modelo introduzido foram produzidos sinteticamente e
pré-anelados ao modelo de DNA antes do uso (por exemplo, SEQ ID N2 96-101).
Os oligonucleotideos de splicing podem prover “suturas de homologia”, conforme
ilustra a FIG. 15.

[0194]Distribuicdo do modelo de vetor viral do virus adeno-associado (AAV).
Os vetores virais do AAV contiveram o promotor MND, uma fase de leitura aberta de
mCherry completa otimizada por cédon e o sitio de poliadenilacdo sv40 flanqueado

ou por 2 sitios de reconhecimento de sgRNA murideo ou por 400 bp de homologia.
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Virions do AAV foram produzidos em células 293T pseudotipadas com o capsideo
viral AAVG6, purificados por centrifugagédo com gradiente sacarose e armazenados a -
80°C. Para a distribuicdo viral do modelo de DNA, adicionou-se o virus AAV
concentrado a um volume final de 10% do volume de cultura total 12 h antes da
eletroporacgao.

[0195]Cultura e eletroporacédo de células B murideas. O meio de células B
béasico incluiu meio de RPMI com 10% de soro fetal bovino (Hyclone), 10 mM de
HEPES (Gibco), 1 mM de piruvato de sédio (Gibco), 55 uM de B-mercaptoetanol
(Sigma) e 100 U/ml de penicilina mais 100 pyg/mL estreptomicina (Gibco), salvo nas
etapas sem antibio6tico, conforme indicado.

[0196]Células B foram isoladas do baco e dos linfonodos por selecao
negativa com contas magnéticas (Miltenyi) e cultivadas por 24 horas a 2x108/ml em
meio de células B suplementado com 100 ng/ml de CD40L murideo marcado com
HA sem veiculo recombinante (R&D systems), 100 ng/ml de anticorpo anti-HA (clone
543851, R&D systems) e 4 ng/ml de IL-4 muridea (R&D systems). Em seguida, as
células B foram eletroporadas usando o sistema de transfeccdo Neon e 10 ul de
ponta de acordo com o seguinte. A proteina Cas9 (Invitrogen) e o sgRNA sintético
(Synthego) foram misturados a uma razdo de 3 ug de Cas9/900 ng de sgRNA e
incubados em temperatura ambiente por ao menos 10 minutos. As células B foram
lavadas com PBS e suspensas em Tampado T Neon a uma densidade final de
2,5x107 células/ml com Cas9/sgRNA e o modelo de DNA pré-montado. As células
foram eletroporadas (1.675 V, 10 milissegundos, 3 pulsos) e dispensadas
imediatamente em meio pré-aquecido sem antibiético.

[0197]Para a expansdo celular, células B foram co-cultivadas com célula
alimentadora 3T3-CD40L irradiada (80 gy) na presenca de 20 ng/ml de IL-21
muridea.

[0198]Avaliacao da atividade do sgRNA por Rastreamento de Indels por
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Decomposigéo (TIDE). O DNA gendmico total foi isolado de células tratadas com
mock e Cas9 de 3 a 5 dias ap6s a eletroporagdo. A regido de 500 a 600 bp
flanqueando o sitio cortado foi amplificada por PCR usando os oligos a seguir:

Murideos: Direto: GGCTCCACCAGACCTCTCTA (SEQ ID N¢: 274)

Reverso: AACCTCAGTCACCGTCTCCT (SEQ ID Ne@: 275)

Humanos: Direto: ACAGTAAGCATGCCTCCTAAG (SEQ ID Ne¢: 276)

Reverso: GCCACTCTAGGGCCTTTGTT (SEQ ID N2: 277)

[0199]Resultados. Os resultados sao ilustrados nas FIGs. 18A a 18C, FIGs.
22A e 22B, FIGs. 23B a 23E e FIGs. 24A a 24C. As FIGs. 18A, 18B e 18C ilustram o
corte bem-sucedido na linha de células B murideas A20, na linha de células B
murideas primarias e na linha de células B humanas RAMOS, respectivamente, nos
l6cus da IgH alvo apds a eletroporacdo de células com proteinas ribonucleares
Cas9/sgRNA. As FIGs. 22A e 22B ilustram a introducdo de uma proteina repoérter
fluorescente mCherry no lécus da IgH de células B murideas primarias. As FIGs.
23B e 23C ilustram a expressado na superficie de um anticorpo anti-RSV apoés a
introducdo de um cassete de anticorpo parcial em linhas de células B murideas A20
(FIG. 23B) e linhas de células B humanas RAMOS (FIG. 23C). As FIGs. 23D e 23E
ilustram a secrecdo de um anticorpo anti-RSV apoés a introducao de um cassete de
anticorpo parcial em linhas de células B murideas A20 (FIG. 23D) e linhas de células
B humanas RAMOS (FIG. 23E). A FIG. 24A ilustra a expressao na superficie de um
anticorpo anti-RSV apés a introducédo de um cassete de anticorpo parcial em células
B murideas primarias, inicialmente (painéis a esquerda) e depois do enriquecimento
e expansao in vitro (painéis a direita). A FIG. 24B ilustra a secrecao de um anticorpo
anti-RSV apoés a introducao de um cassete de anticorpo parcial em linhas de células
B murideas primarias. A FIG. 24C ilustra o potencial proliferativo in vitro de células B
manipuladas.

[0200]Exemplo 2: O objetivo deste exemplo foi o de produzir células B
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geneticamente modificadas com uma especificidade definida que mantivessem o
controle nativo da expressdo de lg secretada e |g na superficie através da
engenharia de genoma do lécus da IgH. O lécus da IgH nas células B é uma regiao
dificil de mirar na engenharia de genoma por causa das sequéncias altamente
variadas presentes nas células B. O desenvolvimento das células B resulta na
recombinacdo dos elementos V, D e J ao longo de mais de 1 megabase de DNA
para gerar as regides variaveis VDJ fundamentais a diversidade dos anticorpos.
Posteriormente na ontogenia de células B, a alternancia de classe entre diferentes
regibes constantes resulta na perda de DNA ao longo de uma extensdo de
sequéncia semelhante (Analisado em Watson, et al., (2017), Trends Immunol., 38(7):
459-470).

[0201]Essa variabilidade das sequéncias torna mirar diretamente regides
codificantes de anticorpo impraticavel. No entanto, uma regiao de DNA pequena
entre o ultimo segmento génico J e a regido de alternancia envolvida na alternancia
de classe se faz presente em todas as células B. Esse alvo universal contém o
importante intensificador intrébnico Epy, um dos varios fortes elementos
intensificadores que cooperam para conduzir ao alto nivel de expressao de genes da
IgH, apesar de seus fracos promotores. A atividade desses intensificadores é
regulada em parte pela proximidade dos promotores em relacao ao intensificador
Ep, e a introducdo de um transgene entre os segmentos VDJ recombinados e o
intensificador Ep € capaz de bloquear por inteiro a transcricdo de VDJ (Delpy, et al.,
(2002), J. Immunol., 169(12): 6875-6882). Por esse motivo, os métodos adotados
neste exemplo miraram a area a montante do intensificador Eu para a introdugéo de
um novo cassete de anticorpo (FIG. 26A). Ao mirar essa regido, os genes de emAb
introduzidos podem ser conduzidos por um promotor da IgH nativo (porém
introduzido), maximizando assim o controle nativo da expressao da imunoglobulina.

[0202]Para permitir a introducao em um golpe e minimizar interag6es fora do
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alvo, os constructos de emAb foram expressos por uma fusdo de cadeia unica. Essa
fusdo consiste em uma sequéncia de cadeia leve completa ligada a regido variavel
da cadeia pesada por um ligante glicina-serina de 57 aminoacidos conforme descrito
a respeito dos fragmentos F(ab) de cadeia unica (Koerber, et al., (2015), J. Mol.
Biol., 427(2): 576-586) (FIG. 26A). Esse ligante contém 3 repeticbes tandem do
motivo de Streptagll para facilitar a deteccdo e enriqguecimento de células
geneticamente modificadas (Schmidt & Skerra (2007), Nat. Protoc. 2(6): 1528-1535).
A ligacéo fisica das cadeias leve e pesada minimiza o risco de pareamento equivoco
entre um emAb introduzido e a cadeia leve enddgena. Uma juncao de splice
otimizada permite que os emAbs juntem-se a jusante das regides constantes
endogenas da IgH. Isso permite que os emAbs sejam expressos por qualquer uma
das classes de isétopos de cadeia pesada.

[0203]A estratégia foi testada na linha de células B humanas RAMOS. Essa
linha de células B derivada do linfoma de Burkitt expressa nativamente formas da
IgM na superficie e secretadas pareadas com uma cadeia leve lambda. Nesses
experimentos, a expressdao de um emAb aRSV manipulado derivado do
palivizumabe foi detectada usando a proteina RSV-F monomérica e estreptactina,
uma estreptavidina modificada com alta afinidade pelos motivos de Streptag Il no
ligante. As ceélulas RAMOS geneticamente modificadas com emAb aoRSV
expressaram o anticorpo especifico do RSV manipulado, que pbéde ser detectado na
superficie das células (FIG. 26B) e em forma secretada no sobrenadante (FIG. 26C).
Para confirmar que um BCR de emAb une-se com complexos proteicos secundarios
cruciais para a sinalizacdo do BCR, as células RAMOS foram expostas a estimulo
com antigeno da RSV-F multimerizado. As células desenvolvidas com emAb aRSV
exibiram, mas as células controle ndo, a sinalizacédo rapida e sustentada de calcio
em resposta ao antigeno proteico (FIG. 26D). Esses dados serviram para confirmar

a viabilidade da abordagem de engenharia do emAb.
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[0204]Em seguida, células B primarias humanas foram geneticamente
modificadas usando um processo de expansao e diferenciacdo em varias etapas
(FIG. 27A). A eletroporacdo do RNA guia pré-complexado e Cas9 levou ao corte
altamente eficaz do DNA gendmico, resultando assim em reparos defeituosos dessa
regiao em 70% dos alelos alvo analisados entre varios doadores independentes
(FIG. 27B). O sitio alvo do sgRNA ¢ fortemente conservado nos seres humanos,
sem nenhum polimorfismo de nucleotideo simples divulgado com uma frequéncia
acima de 1% (FIG. 27C). A adicao de um cassete de emAb aRSV distribuido por
AAV reprogramou com eficacia as células B humanas para ligar-se a proteina RSV-F
(FIG. 27D). Notadamente, células B com emAb foram produzidas com éxito por cada
doador humano testado, com uma taxa de engenharia média de 24% (FIG. 27E). A
cultura e diferenciagao in vitro durante a producdo do emAb aumentaram o potencial
de secrecdo do anticorpo. As células iniciadas no dia 2 expressaram altos niveis de
CD19 e pequenas quantidades dos marcadores de célula no plasma CD138, CD27 e
CD138, a diferenca das células no dia 18, que exibiram niveis inferiores de CD19 e
superiores de CD38, CD27 e CD138 (FIG. 27F). Em consonancia com essas
alteracées nos marcadores de superficie celular, as células B manipuladas com
emAB diferenciadas secretaram quantidades significativas do anticorpo almejado
(FIG. 27G). Juntos, esses dados demonstram a possibilidade de desenvolver com
rapidez e eficacia células B primarias para produzir anticorpos protetores
especificos.

[0205]Para demonstrar o aspecto flexivel da plataforma, testaram-se
cassetes de emAb derivados de 3 anticorpos anti-virais amplamente neutralizantes
adicionais, incluindo o VRCO1 direcionado anti-HIV, o AMMO1 direcionado ao EBV e
o MEDI8852 direcionado ao tronco da HA da influenza. Células B primarias foram
reprogramadas com eficacia com todos os 4 constructos, que incluiram anticorpos

tanto com cadeia leve kappa (palivizumabe, VRC01, Medi8852) quanto com cadeia
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leve lambda (AMMO1) (FIG. 28). Esses dados demonstram o carater flexivel e
amplamente aplicavel da plataforma de emAb.

[0206]0 bloqueio a producéo da cadeia pesada da Ig enddégena € importante
para maximizar a producdo do emAb e minimizar o potencial para a produgédo de
anticorpos enddgenos desconhecidos por células geneticamente modificadas. A
linha de células B RAMOS expressa endogenamente uma IgH pareada com uma
cadeia leve lambda. A manipulagao dessas células com um emAb aRSV ligado a
uma cadeia leve kappa permite o uso da expressdo da cadeia leve lambda na
superficie como uma medida de expressdao de IgH eficaz. Além disso, células
RAMOS foram submetidas a uma translocacdo de c-myc, rompendo um alelo da
IgH, para que qualquer introdugdo de emAb se desse necessariamente no alelo
produtor (FIG. 29A). As células RAMOS de entrada expressam altos niveis de
cadeia leve lambda na superficie, ao passo que as células que expressam o emAb
aRSV exibem a perda praticamente total da expressao de lambda (FIG. 29B). Esses
dados indicam que a introducdo do emAb no alelo produtor pode bloquear com
eficacia a expressdo de uma IgH endbgena. Em quase todas as células B primarias,
um alelo da IgH possui uma reorganizacéo de VDJ produtiva, ao passo que o outro
alelo nao foi submetido a recombinacéo de VDJ, ou foi recombinado de uma maneira
improdutiva. No entanto, ambos esses alelos possuem sitios em potencial para a
introducdo do emAb (FIG. 29C). Para testar os efeitos da introducédo do emAb, uma
cadeia leve lambda purificada expressando células B primarias foi geneticamente
modificada com emAb aRSV. As células de entrada continuaram expressando o
anticorpo enddégeno pareado com a cadeia leve lambda na superficie. Em
contrapartida, metade das células B manipuladas com emAb aRSV perderam a
expressao da cadeia leve lambda (FIG. 29D). Os padrdes de expressao diferenciais
observados nas células B RAMOS e células B primarias sugerem que a introducao

do emAb é capaz de bloquear a expressado enddégena da IgH se introduzido no alelo
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produtor. A expressao diferencial da cadeia leve na superficie representa uma
avenida para a purificacdo de células que expressam exclusivamente um constructo
do emAb. Como alternativa, o potencial para introducdo em qualquer um dos alelos
oferece a possibilidade de produzir células com emAb expressando dois anticorpos
ou pela selecdo do acervo inicial de células B de memdria anti-virais para
engenharia ou pela introdugéo de um cassete diferente em cada alelo.

[0207]Tendo demonstrado a possibilidade de manipular células B, a
capacidade protetora das células em modelos murideos de infecgdo viral foi
confirmada a seguir. Células B com emAb murideas foram produzidas usando um
processo de iniciagdo, eletroporagdo + distribuicdo de um cassete de emAb e
expansao semelhante ao adotado em células B primarias humanas (FIG. 30A). A
eletroporagdo em combinacdo com RNA guia pré-complexado e Cas9 levou a um
corte altamente eficaz, resultando em reparos defeituosos dessa regidao em 80% do
DNA analisado (FIG. 30B). A distribuicdo de um cassete de emAb aRSV murideo foi
feita por meio de células B murideas reproduzivelmente modificadas, com 8% a 24%
das células B murideas ligando-se a RSV-F (FIG. 30C, 30D). A introdugédo em 1% a
7% das células também foi obtida usando DNA de fita dupla (dsDNA) contendo
regibes de homologia curtas em vez de AAV (FIG. 30C, 30D (vide também o
Exemplo 1), oferecendo assim potencial para a engenharia de células B com emAb
usando componentes sintéticos. Titulagdes altas dos anticorpos desenvolvidos
secretados também puderam ser detectadas nos sobrenadantes de cultura
produzidos por ambas as metodologias (FIG. 30E).

[0208]Para testar o potencial de protegdo antiviral, 1,5x107 células B
murideas geneticamente modificadas foram infundidas em camundongos Balbc/byJ
selvagens, ao que seguiu-se a coleta de sangue e desafio com RSV (FIG. 31A).
Anticorpos especificos do RSV e células B geneticamente modificadas fizeram-se

presentes no sangue 6 dias ap6s a transferéncia de células B geneticamente
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modificadas (FIG. 31B, 31C). Vale ressaltar que os camundongos que receberam
células B geneticamente modificadas foram quase que completamente protegidos
contra infeccao pelo RSV (FIG. 31D). Essa abordagem de protecao foi obtida pela
injecdo de palivizumabe 2 dias antes da injecao (FIG. 31D). A transferéncia de
células com emAb mistas humanas mirando o RSV e a influenza a camundongos
NOD-scid IL2Rgama™ (NSG) levou a titulagbes no soro de anticorpos mirando
ambos os virus (FIGs. 32A, 32B). Esses resultados demonstram que as células B
geneticamente modificadas reveladas neste documento protegem contra uma
infeccao viral.

[0209]Métodos. Desenvolvimento de sequéncias de modelos de anticorpo de
cadeia unica. Humanas: Os constructos de anticorpo incluiram a regido promotora
de cadeia pesada IgVH1-69 (SEQ ID N®: 111), a cadeia leve de comprimento total do
anticorpo (por exemplo, SEQ ID N°: 113, 145, 154 e 161 (nucleotideo) e SEQ ID N©:
119, 148, 157 e 165 (aminoé&cido)), um ligante glicina-serina de 57 aminodacidos
contendo 3 copias tandem do motivo de Streptagll (SEQ ID N2%: 116 (nucleotideo) e
SEQ ID N2 122 (aminodacido)), a regido variavel da cadeia pesada (por exemplo,
SEQ ID N®: 117, 147, 156 e 164 (nucleotideo) e SEQ ID N¢: 123, 150, 159 e 168
(aminoéacido)) e uma juncado de splice com 60 pares de bases da sequéncia
flanqueadora derivada de regides variaveis IgHJ compativeis (por exemplo, SEQ ID
Ne: 124 e 151).

[0210]Murideas: Os constructos de anticorpo incluiram o promotor de cadeia
pesada J5558H10 (SEQ ID N®: 128, V.A Love et al., Molecular Imnmunology, 2000), a
cadeia leve de comprimento total do anticorpo otimizada por c6don (por exemplo,
SEQ ID N¢: 130 (nucleotideo) e SEQ ID N%: 135 (aminoacido)), um ligante glicina-
serina de 57 aminoacidos contendo trés copias tandem da sequéncia de streptag |l
(SEQ ID N2: 116 (nucleotideo) e SEQ ID N?: 122 (aminoéacido)), a regiao variavel da

cadeia pesada do anticorpo otimizada por cédon (por exemplo, SEQ ID N2 133
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(nucleotideo) e SEQ ID N?: 138 (aminoéacido)) e uma juncao de splice com 60 pares
de bases da sequéncia flanqueadora derivada do segmento do gene IGHJ3 murideo
(por exemplo, SEQ ID N2: 139).

[0211]As sequéncias completas de constructos de anticorpo exemplificativos
sdo ilustradas nas FIGs. de 25B a 25I.

[0212]Producédo de vetores recombinante do AAV. Vetores do AAV foram
gerados pela transfeccdo tripla de vetor do AAV, capsideo de sorotipo 6 e
plasmideos auxiliares adenovirais (pHelper) em células HEK293T por PEI. Com 24
horas apds a transfeccdo, o meio foi trocado para DMEM sem soro, e, apds 72
horas, as células foram coletadas, lisadas por congelamento-descongelamento,
tratadas com benzonase e purificadas sobre gradiente iodixanol, ao que seguiu-se
com concentragdo em PBS usando uma coluna Amicon Ultra-15 (EMD Millipore)
(Choi, et al., (2007), Curr. Protoc. Mol. Biol., Capitulo 16: Unidade 16 25). As
titulacbes do estoque viral foram determinadas por gPCR dos genomas de AAV e
variaram de 5 x 10" a 1 x 10'2 por microlitro (Aurnhammer, et al., (2012), Hum.
Gene Ther. Methods 23(1): 18-28).

[0213]Producéo de modelos de emAb de dsDNA murideo.

[0214]Modelos de emAb aRSV foram amplificados e regides de homologia
curtas foram adicionadas por oligos de DNA modificados de acordo com o seguinte:

Iniciador direto: (contém um fosfato 5, regido de homologia gendmica
muridea em negrito)

/5Phos/ACCACCTCTGTGACAGCATTTATACAGTATCCGATGGACAAGT
GAGTGTCTCAGGTTAGGATTCT (SEQ ID Ne@: 278)

Iniciador reverso (contém ligagbes de DNA estabilizadas com fosforotioato
(*) regido de homologia genémica muridea em negrito)

T*A*A*AGAAAGTGCCCCACTCCACTCTTTGTCCCTATGCTTGACCACAA
TGAATACTCCCACC (SEQ ID N¢: 279)

Peticéo 870200077587, de 22/06/2020, pag. 95/109



90/102

O modelo de dsDNA foi amplificado por PCR, purificado e concentrado
usando colunas de limpeza PCR minElute (Qiagen).

[0215]Linhas celulares. Obtiveram-se células 3T3-msCD40L da Dr. Mark
Connors no Programa de Reagentes da AIDS do NIH, Divisdo da AIDS, NIAID, NIH:
Cat#12535. Células 3T3 foram cultivadas em meio de DMEM com 10% soro fetal
bovino (Gibco), 100 de U/ml penicilina mais 100 ug/mL estreptomicina (Gibco) e
G418 (350 pg/mL).

[0216]Obtiveram-se células RAMOS da ATCC (CRL-1596™). Células
RAMOS foram cultivadas em meio de RPMI com 10% de soro fetal bovino (Gibco) e
100 U/ml de penicilina mais 100 pg/mL estreptomicina (Gibco).

[0217]Cultura e eletroporacdo de células B murideas. O meio de células B
basico incluiu meio de RPMI com 10% de soro fetal bovino (Gemini Biosciences), 10
mM de HEPES (Gibco), 1 mM de piruvato de sodio (Gibco),55 pM de B-
mercaptoetanol (Sigma), e 100 U/ml de penicilina mais 100 pug/mL estreptomicina
(Gibco), salvo nas etapas sem antibiotico, conforme indicadas.

[0218]Células B foram isoladas do baco e dos linfonodos por selecao
negativa com contas magnéticas (Miltenyi) e cultivadas por 24 horas a 2x108/ml em
meio de células B suplementado com 100 ng/ml de CD40L murideo marcado com
HA sem veiculo recombinante (R&D systems), 100 ng/ml de anticorpo anti-HA (clone
543851, R&D systems) e 4 ng/ml de IL-4 muridea (R&D systems). Em seguida, as
células B foram eletroporadas usando o sistema de transfeccao Neon de acordo com
o seguinte. A proteina Cas9 (Invitrogen) e o sgRNA sintético (Synthego) foram
misturados a uma razao de 1 uyg de Cas9 para 300 ng de sgRNA e incubados em
temperatura ambiente por ao menos 10 minutos. As células B foram lavadas com
PBS e suspensas em Tampao Neon T a uma densidade final de 2,5x107 células/ml
com 12 ug de Cas9 RNP/108 células. Nas condi¢cdes de dsDNA, 7,5 ug de modelo

de dsDNA/108 células também foram incluidos na eletroporacdo. As células foram
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eletroporadas (1.675 V, 10 milissegundos, 3 pulsos) e dispensadas imediatamente
em meio pré-aquecido sem antibiético. Nas condicdes de AAV, adicionou-se AAV
concentrado em PBS até 15% do volume de cultura final. Apés a eletroporacéo,
células B foram expandidas por mais 48 horas com meio de células B suplementado
com 100 ng/ml de CD40L murideo marcado com HA sem veiculo recombinante
(R&D systems), 100 ng/ml de anticorpo anti-HA (clone 543851, R&D systems), 4
ng/ml de IL-4 muridea (R&D systems) e 20 ng/ml de IL-21 muridea (Biolegend). Para
a expansdo secundaria, células B foram co-cultivadas com células alimentadoras
3T3-CD40L do NIH irradiadas (80 gy) na presenca de 20 ng/ml de IL-21 muridea
(Biolegend).

[0219]Cultura e eletroporacdo de células B humanas. Meio basal para o
cultivo de células B humanas (hBCM) foi introduzido em meio de IMDM com 10% de
FBS (Gemini Biosciences), 100 U/ml de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina
(Gibco), salvo nas etapas sem antibiotico, conforme indicadas.

[0220]Obtiveram-se PBMCs humanas junto ao Centro de Pesquisa do
Céancer Fred Hutchinson. As células foram descongeladas e isoladas por selecao
negativa usando o Kit de Isolamento de Células B Militenyi Il (Humano), de acordo
com o protocolo da fabricante. As células isoladas foram ressuspensas a 0,5 a
1,0x10°8 células/mL em hBCM suplementado com 100 ng/mL de MEGACD40L (Enzo
Life Sciences), 50 ng/mL de IL-2 recombinante (Biolegend), 50 ng/mL de IL-10
(Shenendoah Biotech), 10 ng/mL de IL-15 (Shenandoah Biotech) e 1 ug/mL de CpG
ODN 2006 (IDT).

[0221]Apbs 48 horas de estimulo, as células foram eletroporadas usando o
Sistema de Transfeccdo Neon. A proteina Cas9 (Invitrogen) e o sgRNA H7
(Synthego) foram pré-complexados a uma razdo de 2:1 em Tampéo T por 20
minutos em temperatura ambiente. As células foram lavadas com PBS (Gibco) e

ressuspensa em Tampdo T a uma concentracdo final de 2,5x107 células/ml em
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Tampao T contendo RNP Cas9 pré-complexada. A mistura Célula-RNP foi
carregada em uma Ponta de Transfeccdo Neon de 10 uL e eletroporada de acordo
com o protocolo da fabricante com as configuracées de 1.750 V, 20 ms e 1 pulso.
Imediatamente ap6s a eletroporacdo, as células foram plaqueadas em meio de
estimulo conforme descrito acima, sem antibi6tico. Apdés 30 minutos, o AAV foi
adicionado a uma concentracdo final de 10% a 15% de volume de cultura e
totalmente misturado. Apés 2 a 4 horas, as células foram transferidas a um prato de
cultura maior para permitir nova expansao.

[0222]Dois dias ap6s a eletroporacdo, as células foram tingidas com
antigeno marcado com fluorocromo ou estreptactina, e células geneticamente
modificadas foram selecionadas. Para a expansao secundaria, células B foram co-
cultivadas com células alimentadoras 3T3-CD40L do NIH irradiadas (80 gy)
contendo 5 pg/mL de insulina humana recombinante (Sigma), 50 pg/mL de
Transferrina (Sigma), 50 ng/mL de IL-2 recombinante (Biolegend), 20 ng/mL de IL-21
(Biolegend) e 10 ng/mL de IL-15 (Shenandoah Biotech).

[0223]A fim de promover a diferenciacdo em células plasmaticas, as células
foram transfectadas de condi¢cdes de expansao a condigdes de cultura fresca sem
células alimentadoras contendo hBCM suplementado com 5 ug /mL de insulina
humana recombinante (Sigma), 50 yg/mL de Transferrina (Sigma), 500 U/mL de
Proteina IFN Tipo | Universal (Sistemas R&D), 50 ng/mL de IL-6 (Shenendoah
Biotech) e 10 ng/mL de IL-15 (Shenendoah Biotech).

[0224]Avaliacdo da atividade do sGRNA por TIDE. O DNA gendmico total foi
isolado de células tratadas com mock e cas9/sgRNA em 3 a 5 dias apds a
eletroporagdo. A regidao de 500 a 600 pares de bases flanqueando o sitio alvo do
sgRNA foi amplificada por PCR usando os oligos a seguir:

Murideos:

Direto: GGCTCCACCAGACCTCTCTA (SEQ ID N2: 274)
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Reverso: AACCTCAGTCACCGTCTCCT (SEQ ID Ne@: 275)

Humanos:

Direto: ACAGTAAGCATGCCTCCTAAG (SEQ ID N2: 276)

Reverso: GCCACTCTAGGGCCTTTGTT (SEQ ID N2: 277)

[0225]0 produto da PCR purificado foi sequenciado por Sanger, e a
frequéncia de indels em células eletroporadas com Cas9/sgRNA em relacdo a
células eletroporadas com mock foi determinada usando o algoritmo ICE (Hsiau, et
al., (2018), "Inference of CRISPR Edits from Sanger Trace Data", bioRxiv).

[0226]Antigenos de proteina. A proteina F pré-fusdo do RSV, o complexo
gh/gl do EBV e o antigeno env do HIV modificado (426c TM4 d1-3) foram produzidos
conforme descrito (McLellan, et al., (2013), Science 342(6158): 592-598; McGuire, et
al., (2016), Nat. Commun. 7: 10618; Snijder, et al., (2018), Immunity 48(4): 799-811
e799). O tronco da HA da influenza estabilizado foi produzido a partir do clone VRC
3925, derivado da linhagem H1 1999 NC conforme descrito (Yassine, et al., (2015),
Nat. Med. 21(9): 1065-1070). A proteina F pré-fusdo do RSV monomérica foi
marcada com Alexa-488 (Thermo Fisher). Todas as demais proteinas foram
conjugadas com a biotina usando uma razdo molar de biotina:proteina entre 0,8 a 2,
seguidas por tetramerizacdo com estreptavidina-PE ou -APC (prozyme)

[0227]Citometria de fluxo. A analise por citometria de fluxo foi realizada em
uma maquina FACSymphony (BD bioscience), as células foram classificadas em
uma Aria Il (BD bioscience), e os dados foram analisados usando o software FlowJo
(Tree Star).

[0228]Estudos terapéuticos do EmAb em camundongos. Os estudos em
animais foram aprovados e conduzidos de acordo com o Comité Institucional de Uso
e Cuidado com os Animais do Centro do Cancer Fred Hutchinson.

[0229]No desafio com o RSV, o EmAb ou células B controle foram

administrados em uma dose intraperitoneal (IP) Unica de 1,5x107 células. Na
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transferéncia passiva do palivizumabe, os camundongos receberam uma dose Unica
de 15 mg/kg por via IP. O RSV expressando a GFP (chamado neste documento de
RSV para fins de simplicidade) foi fornecido generosamente (Munir, et al., (2008). J
Virol 82(17): 8780-8796). Camundongos BALB/cByJ de idade compativel (Jackson
Labs) foram inoculados por via intranasal com 10% pfu de RSV purificado por
sacarose em 40 pL de PBS. Os pulmdes foram recolhidos no dia 5 apds a infeccéo,
e a titulacao foi determinada, conforme descrito previamente, por ensaio de placas
(Murphy, et al., (1990), Vaccine 8(5): 497-502). Em suma, os pulmdes foram
homogeneizados em 2 ml de meio em um dissociador GentleMACS, clarificados por
centrifugacédo a 400xg por 10 minutos, em seguida congelados flash e armazenados
a -80° C. O sobrenadante foi diluido a 1:10 e 1:20 em meio de DMEM em duplicata.
Adicionaram-se 100 uL de cada diluicdo a células Vero confluentes em placas de 24
pocos por 2 horas a 37° C. Um revestimento de 0,8% de metilcelulose foi entao
adicionado, e as placas foram incubadas por 5 dias antes de gerar imagens em um
gerador de imagens Typhoon com as configuracdes de filtro para GFP. A titulagéo
em pfu/pulmao foi calculada contabilizando o numero de placas na diluicdo positiva
mais alta e corrigindo o fator de dilui¢cao.

[0230]Para o enxerto de células humanas, células B humanas com emAb
foram administradas em uma dose IP Unica de 5x10% células/especificidade do
emAb (1x107 total) a camundongos NOD-scid IL2Rgama™! (NSG) (produzidos pelo
instrumento de reproducao FHCRC). Setes dias apds a transferéncia, o sangue foi
coletado, e as titulagcbes de emAb humano para RSV-F e tronco da HA no soro
foram determinadas por ELISA.

[0231]Analises Estatisticas. As analises estatisticas foram realizadas usando
o GraphPad Prism 7. Comparacbes em pares foram realizadas usando o teste t nao
pareado com correcao de Welch.

[0232]As sequéncias de acido nucleico descritas neste documento sao
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ilustradas usando as abreviacbes em letra padrdo para as bases de nucleotideo,
conforme definido no Cédigo de Regulagbes Federais dos Estados Unidos titulo 37
§1.822. Em alguns casos, s6 uma fita de cada sequéncia de acido nucleico é
ilustrada, mas entende-se a fita complementar como incluida em modalidades onde
ela seria apropriada. A guisa de exemplo, sequéncias complementares para sitios
alvo que incluem a SEQ ID N°: 5-84 oferecem sequéncias que miram o gRNA para
mirar esses sitios.

[0233]Qualquer acido nucleico que codifique um constructo de anticorpo
selecionado conforme descrito neste documento pode ser utilizado. Variantes de
sequéncias de acido nucleico reveladas neste documento incluem varios
polimorfismos, mutagdes e alteracbes de sequéncia, em que as diferencas na
sequéncia nao afetam significativamente a fungcédo da proteina codificada. Os termos
"acido nucleico" ou “gene” podem incluir ndo sé sequéncias codificantes mas
também regides reguladoras, tais como promotores, intensificadores e regides de
término. Os termos podem incluir ainda todos os introns e outras sequéncias de
DNA modificadas por splicing a partir do transcrito de mRNA, junto com variantes
decorrentes de sitios de splice alternativos. "Acido nucleico codificante" pode ser um
DNA ou RNA que dirige a expressdo dos um ou mais constructos do anticorpo
selecionado. Essas sequéncias de acido nucleico podem ser uma sequéncia de fita
de DNA que é transcrita em um RNA ou uma sequéncia de RNA que é traduzida na
proteina. As sequéncias de acido nucleico incluem tanto as sequéncias de &cido
nucleico de comprimento total quanto sequéncias de comprimento nao total
derivadas da proteina de comprimento total. As sequéncias também podem incluir
degenerar cdédons da sequéncia nativa ou sequéncias que podem ser introduzidas
para oferecer a preferéncia pelo codon em um tipo de célula especifico. Sequéncias
de acido nucleico que codificam constructos do anticorpo selecionado podem ser

preparadas prontamente a partir da sequéncia de aminoacidos relevante de um
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constructo do anticorpo selecionado.

[0234]“Variantes” de sequéncias de proteina incluem aquelas com uma ou
mais adicoes, delecdes, posicdbes de parada ou substituicdes de aminoacido, em
comparacdo a uma sequéncia de proteina relevada em outras partes neste
documento.

[0235]Uma substituicdo de aminoacido pode ser uma substituicao
conservadora ou nao conservadora. As variantes de sequéncia de proteina
reveladas neste documento podem incluir aquelas com uma ou mais substituicoes
de aminoacido conservadoras. Uma “substituicdo conservadora” ou “substituicdo de
aminoacido conservadora” envolve uma substituicdo encontrada em um dos grupos
de substituicbes conservadoras a seguir: Grupo 1: A, G, S, T; Grupo 2: D, E; Grupo
3: N, Q; Grupo 4: R, K, H; Grupo 5: I, L, M, V; e Grupo 6: F, Y, W.

[0236]Além disso, 0os aminoacidos podem ser agrupados em grupos de
substituicdes conservadoras por fungdo, estrutura quimica ou composicao
semelhante (por exemplo, acidos, basicos, alifaticos, aromaticos ou contendo
enxofre). Por exemplo, um grupamento alifatico pode incluir, para fins de
substituicdo, G, A, V, L, e I. Outros grupos incluindo aminoacidos que sao
considerados substituicdes conservadoras um pelo outro incluem: contendo enxofre:
M e C; acidos: D, E, N e Q; pequenos residuos alifaticos, apolares ou levemente
polares: A, S, T, P e G; residuos polares de carga negativa e suas amidas: D, N, E e
Q; residuos polares de carga positiva: H, R e K; grandes residuos alifaticos apolares:
M, L, I, V e C; e grandes residuos aromaticos: F, Y e W.

[0237]Substituicbes nado conservadoras incluem aquelas que afetam
significativamente: a estrutura do backbone peptidico na area da alteragao (por
exemplo, a estrutura em alfa-hélice ou beta-folha); a carga ou hidrofobia da molécula
no sitio alvo; ou o grosso da cadeia lateral. Substituicbes ndo conservadoras que em

geral espera-se que produzam as maiores mudangas nas propriedades da proteina

Peticao 870200077587, de 22/06/2020, pag. 102/109



97/102

sdo aquelas em que (i) um residuo hidréfilo (por exemplo, S ou T) pode ser
substituido com (ou por) um residuo hidréfobo (por exemplo, L, I, F, V ou A); (ii) um
C ou P pode ser substituido com (ou por) qualquer outro residuo; (iii) um residuo
com uma cadeia lateral eletropositiva (por exemplo, K, R ou H) pode ser substituido
com (ou por) um residuo eletronegativo (por exemplo, Q ou D); ou (iv) um residuo
com uma cadeia lateral volumosa (por exemplo, F) pode ser substituido com (ou por)
outro sem uma cadeia lateral volumosa (por exemplo, G). Mais informacdes séo
encontradas em Creighton (1984), Proteins, W.H. Freeman and Company.

[0238]Variantes de sequéncias de 4cido nucleico e proteina reveladas neste
documento também incluem sequéncias com ao menos 70% de identidade de
sequéncia, ao menos 80% de identidade de sequéncia, ao menos 85% de
identidade de sequéncia, ao menos 90% de identidade de sequéncia, ao menos
95% de identidade de sequéncia, ao menos 96% de identidade de sequéncia, ao
menos 97% de identidade de sequéncia, ao menos 98% de identidade de
sequéncia, ou ao menos 99% de identidade de sequéncia com uma sequéncia de
referéncia revelada neste documento.

[0239]A “porcentagem (%) de identidade de sequéncia" em relagcdo a
sequéncias identificadas neste documento é definida pela porcentagem de residuos
de acido nucleico ou aminoacido em uma sequéncia candidata que sao idénticos
aos residuos de acido nucleico ou aminoacido em uma sequéncia de referéncia
depois de alinhar as sequéncias e introduzir lacunas, se necessario, para garantir a
porcentagem de identidade de sequéncia maxima. O alinhamento com a finalidade
de determinar a porcentagem de identidade entre sequéncias de acido nucleico ou
aminodcidos pode ser obtido de varias maneiras conhecidas pelos versados na
técnica, por exemplo, usando um software de computador disponibilizado para o
publico como o BLAST, o BLAST-2, o ALIGN ou o ALIGN-2 ou o Megalign

(DNASTAR). Os versados na técnica podem determinar parametros adequados para
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mensurar o alinhamento, incluindo quaisquer algoritmos necessarios para obter o
alinhamento maximal sobre o comprimento total das sequéncias sendo comparadas.
Por exemplo, os valores de % de identidade de sequéncia gerados usando o
programa de computador WU-BLAST-2 (Altschul et al., Methods in Enzymology,
266:460-480 (1996)) usam varios parametros de busca, a maioria dos quais sao
definidos nos valores padrao. Os valores que nao sao definidos nos valores padrao
(isto é, os parametros ajustaveis) sao definidos com os valores a seguir: extensao de

sobreposicao = 1, fracdo de sobreposicdao = 0,125, limite de palavras (T) = 11 e

matriz de pontuacao BLOSUMG2.

[0240]As variantes exibirdo tipicamente a mesma atividade bioldgica
qualitativa e provocarao uma resposta bioldgica substancialmente semelhante a uma
sequéncia de &acido nucleico ou peptideo de referéncia; embora seja possivel
selecionar variantes para modificar as caracteristicas de um acido nucleico ou
peptideo de referéncia de acordo com o0 necessério. Triagens de variantes podem
realizadas usando protocolos experimentais descritos neste documento.

[0241]Como os versados na técnica perceberdo, cada modalidade revelada
neste documento pode compreender, consistir essencialmente em ou consistir em
seu elemento, etapa, ingrediente ou componente mencionado especifico. Sendo
assim, os termos "incluir" ou ‘"incluindo" devem ser interpretados como:
“compreender, consistir em ou consistir essencialmente em”. O termo de transigéo
“‘compreender” significa "incluir", mas ndao é exaustivo, e permite a inclusdo de
elementos, etapas, ingredientes ou componentes ndo especificados, mesmo em
grandes quantidades. O sintagma de transicdo "consistir em" exclui qualquer
elemento, etapa, ingrediente ou componente ndo especificado. O sintagma de
transicdo “consistir essencialmente em” limita o ambito da modalidade aos
elementos, etapas, ingredientes ou componentes especificados e aqueles que nao

afetam materialmente a modalidade. Um efeito material causaria uma reducéo
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estatisticamente significativa na expressdo de células B de um anticorpo
selecionado.

[0242]Salvo indicagdo em contrario, todos 0s numeros que expressam
quantidades de ingredientes, propriedades, tais como o peso molecular, condi¢cdes
da reagao, entre outros, usados no relatorio descritivo e nas reivindicagbes devem
ser interpretados como se fossem modificados, em todos os casos, pelo termo
“‘cerca de”. Portanto, salvo indicagcdo em contrario, os parametros numéricos
estabelecidos no relatério descritivo e nas reivindicacdes anexas sdao aproximacdes
que podem variar dependendo das propriedades desejadas cuja obtencdo €
almejada pela presente invencdo. No minimo, e ndo como uma tentativa de limitar a
aplicacao da doutrina de equivalentes ao @mbito das reivindicacbes, cada parametro
numérico deve ser interpretado considerando-se ao menos o numero de digitos
significativos indicados e aplicando-se técnicas de arredondamento habituais.
Quando mais clareza é necessaria, o termo “cerca de” tem o significado
razoavelmente atribuido a ele pelos versados na técnica quando usado junto com
um valor ou faixa numérica mencionado, isto €, indicando um tanto mais ou um tanto
menos que o valor ou faixa mencionado, dentro de uma faixa de +20% do valor
mencionado; £19% do valor mencionado; +18% do valor mencionado; £17% do valor
mencionado; £16% do valor mencionado; +15% do valor mencionado; £14% do valor
mencionado; £13% do valor mencionado; +12% do valor mencionado; £11% do valor
mencionado; +10% do valor mencionado; +9% do valor mencionado; 8% do valor
mencionado; £7% do valor mencionado; +6% do valor mencionado; 5% do valor
mencionado; +4% do valor mencionado; +3% do valor mencionado; 2% do valor
mencionado; ou £1% do valor mencionado.

[0243]Nao obstante as faixas numéricas e parametros que definem o vasto
ambito da invencao serem aproximacdes, o0s valores numéricos definidos nos

exemplos especificos sao tidos como os mais precisos possiveis. Qualquer valor
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numérico, contudo, contém inerentemente certos erros necessariamente decorrentes
do desvio padrdao encontrado em suas respectivas medicoes de teste.

[0244]0s termos “um”, "uns", "uma", "umas",

0", "os", "a" e "as" e seus
semelhantes usados no contexto de descrever a invencao (em especial no contexto
das reivindicacdes a seguir) devem ser interpretados de modo a abranger tanto o
singular quanto o plural, salvo indicagdo em contrario neste documento ou quando o
contexto ditar claramente o contrario. A citacdo de faixas de valores neste
documento visa meramente a servir como um método abreviado de referir-se
individualmente a cada valor distinto dentro da faixa. Salvo indicagdo em contrario
neste documento, cada valor individual incorpora-se ao relatério descritivo como se
fosse citado individualmente neste documento. Todos os meétodos descritos neste
documento podem ser praticados em qualquer ordem adequada, salvo indicacdo em
contrario ou quando o contexto ditar claramente o contrario. O uso de todo e
qualquer exemplo, ou jargao exemplificativo (por exemplo, "tal como"), dado neste
documento visa meramente a elucidar melhor a invencdo e ndo impée nenhuma
limitacdo ao ambito da invencdo de resto reivindicada. Nenhuma linguagem no
relatério descritivo deve ser interpretada de modo a indicar qualquer elemento néao
reivindicado como essencial a pratica da invengéo.

[0245]Grupos de elementos ou modalidades alternativos da invengao
relevados neste documento ndo devem ser interpretados como limitacbes. Cada
membro de um grupo pode ser aludido e reivindicado individualmente ou em
qualquer combinacao a outros membros do grupo ou outros elementos encontrados
nele. Espera-se que um ou mais membros de um grupo possam ser incluidos em um
grupo, ou excluidos dele, para fins de conveniéncia e/ou patenteabilidade. Quando
uma inclusédo ou exclusao desse tipo acontecer, o relatério descritivo visa a conter o
grupo conforme modificado, satisfazendo assim a descricdo por escrito de todos os

grupos de Markush nas reivindicagdes anexas.
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[0246]Certas modalidades da presente invengdo s&o descritas neste
documento, incluindo o melhor modo conhecido pelos inventores para pratica-la.
Certamente, variacdes dessas modalidades descritas ocorrerdo aos versados na
técnica mediante a leitura da descricdo acima. O inventor espera que 0s versados na
técnica empreguem essas variacbes conforme apropriado, e 0s inventores
pretendem que a invencdo seja praticada de outras formas além das descritas
especificamente neste documento. Logo, a presente invencdo inclui todas as
modificacdes e equivalentes da matéria inventiva exposta nas reivindicagdes anexas
a este documento de acordo com o permitido pela legislacdo cabivel. Além disso,
qualquer combinacdo dos elementos descritos acima em todas as suas variagdes
possiveis é coberta pela invencao, salvo indicagcdo em contrario neste documento ou
guando o contexto ditar claramente o contrario.

[0247]Ademais, fizeram-se vérias referéncias a patentes, publicacoes
impressas, artigos de jornal e outros textos redigidos ao longo deste relatério
descritivo (materiais aludidos neste documento). Cada um dos materiais aludidos
incorpora-se individualmente ao presente documento por referéncia na integra por
seu ensinamento aludido.

[0248]Em suma, deve-se ter em mente que as modalidades da invengao
reveladas neste documento s&o ilustrativas dos principios da presente invencgao.
Outras modificacdes que podem ser empregadas encontram-se dentro do ambito da
invencdo. Sendo assim, a guisa de exemplo, mas sem limitacdo, configuracdes
alternativas da presente invencdo podem ser utilizadas de acordo com o0s
ensinamentos neste documento. Logo, a presente invencdo nao se limita
precisamente a ilustrada e descrita.

[0249]As particularidades séo ilustradas neste documento tdo somente a
guisa de exemplo e para fins de discussao ilustrativa das modalidades preferidas da

presente invencdo e sao dadas para fins de oferecer o que, acredita-se, seja a
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descricdo mais Util e mais prontamente compreensivel dos principios e aspectos
conceituais de varias modalidades da invencao. Tendo isso em vista, ndo ha a
intencao de ilustrar detalhes estruturais da invencdo em mais detalhes do que o
necessario para a compreensao fundamental da mesma, a descricdo, tida junto com
os desenhos e/ou exemplos, tornando manifesto aos versados na técnica como as
varias formas da invencado podem ser concretizadas na pratica.

[0250]As definicoes e explicacbes dadas na presente revelacdo destinam-se
e visam a ser dominantes em qualquer interpretacdo futura, salvo quando
modificadas clara e inequivocamente nos exemplos a seguir ou quando a aplicagao
do significado em questado tornar a interpretacdo sem sentido ou essencialmente
sem sentido. Nos casos em que a interpretacdo de um termo torna-lo-ia sem sentido
ou essencialmente sem sentido, a definicdo deve ser retirada do Dicionario Webster,
3?2 edicdo, ou de um dicionario conhecido pelos versados na técnica, tal como o
Dicionario Oxford de Bioquimica e Biologia Molecular (Ed. Anthony Smith, Oxford

University Press, Oxford, 2004).
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REIVINDICACOES

1. Método para modificar geneticamente células B para que expressem o
palivizumabe, o método sendo CARACTERIZADO por compreender introduzir na
SEQ ID N° 1 um constructo genético que compreende um promotor de cadeia
pesada e sequéncias de acido nucleico que codificam a cadeia leve completa do
palivizumabe, um ligante Gly-Ser e a regido variavel da cadeia pesada do
palivizumabe, manipulando geneticamente assim as células B para que expressem o
palivizumabe.

2. Método para manipular geneticamente células B para que expressem um
anticorpo selecionado, o método sendo CARACTERIZADO por compreender
introduzir na SEQ ID N° 1, SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 3 ou SEQ ID N° 4 um
constructo genético que compreende ou que codifica (i) um promotor de cadeia
pesada, (i) um peptideo de sinal, (iii) a cadeia leve de comprimento total do
anticorpo selecionado; (iv) um ligante flexivel ou um elemento saltador; (v) a regiao
variavel da cadeia pesada do anticorpo selecionado; e (vi) uma juncao de splice,
manipulando geneticamente assim as células B para que expressem o anticorpo
selecionado.

3. Método, de acordo com a reivindicagao 2, CARACTERIZADO pelo fato de
gue o genoma codificante de cadeia pesada variavel endégeno nas células B nao é
extirpado durante a modificagdo genética.

4. Método, de acordo com a reivindicagao 2, CARACTERIZADO pelo fato de
qgue o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-Virus Sincicial Respiratério, um
anticorpo anti-virus da imunodeficiéncia humana (HIV), um anticorpo anti-virus da
Dengue, um anticorpo anti-Bordetella pertussis, um anticorpo anti-hepatite C, um
anticorpo anti-virus da influenza, um anticorpo anti-virus da parainfluenza, um
anticorpo anti-metapneumovirus (MPV), um anticorpo anti-citomegalovirus, um

anticorpo anti-virus Epstein Barr; um anticorpo anti-herpes-virus simples, um
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anticorpo anti-toxina bacteriana do Clostridium difficile, ou um anticorpo anti-fator de
necrose tumoral (TNF).

5. Método, de acordo com a reivindicagao 2, CARACTERIZADO pelo fato de
que o constructo genético compreende a SEQ ID N°: 102-175, 278, 279 ou 280-2809.

6. Método, de acordo com a reivindicagao 2, CARACTERIZADO pelo fato de
que o ligante flexivel fica entre a cadeia leve de comprimento total do anticorpo
selecionado e a regido variavel da cadeia pesada do anticorpo selecionado.

7. Método, de acordo com a reivindicagao 2, CARACTERIZADO pelo fato de
que o ligante flexivel é selecionado dentre as SEQ ID N°: 180-184.

8. Método, de acordo com a reivindicagao 2, CARACTERIZADO pelo fato de
que o ligante flexivel € um ligante Gly-Ser que compreende de 50 a 80 aminoacidos.

9. Método, de acordo com a reivindicagao 2, CARACTERIZADO pelo fato de
que o ligante flexivel € um ligante Gly-Ser que compreende 57 aminoacidos.

10. Método, de acordo com a reivindicacdo 2, CARACTERIZADO pelo fato
de que o ligante flexivel € de SEQ ID N°: 122.

11. Método, de acordo com a reivindicacdo 2, CARACTERIZADO pelo fato
de que o ligante saltador fica entre a cadeia leve de comprimento total do anticorpo
selecionado e a regido variavel da cadeia pesada do anticorpo selecionado.

12. Método, de acordo com a reivindicacdo 2, CARACTERIZADO pelo fato
de que o elemento saltador € um peptideo auto-clivante.

13. Método, de acordo com a reivindicagdo 12, CARACTERIZADO pelo fato
de que o peptideo auto-clivante é selecionado dentre as SEQ ID N°: 176-179.

14. Método, de acordo com a reivindicacdo 2, CARACTERIZADO pelo fato
de que o elemento saltador € um sitio interno de entrada no ribossomo (IRES).

15. Método, de acordo com a reivindicacdo 2, CARACTERIZADO pelo fato
de que o promotor de cadeia pesada é selecionado dentre as SEQ ID N°: 111 e 128.

16. Método, de acordo com a reivindicacdo 2, CARACTERIZADO pelo fato
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de que o promotor de cadeia pesada € IgVH1-69 ou J558H10.

17. Método, de acordo com a reivindicacdo 2, CARACTERIZADO pelo fato
de que o peptideo de sinal é selecionado dentre as SEQ ID N°: 118, 134 e 185-194.

18. Método, de acordo com a reivindicacdo 2, CARACTERIZADO pelo fato
de que o peptideo de sinal é derivado da cadeia pesada IgH humana ou da cadeia
leve IgL humana.

19. Método, de acordo com a reivindicacdo 2, CARACTERIZADO pelo fato
de que o constructo genético compreende bragcos de homologia.

20. Método, de acordo com a reivindicagcao 19, CARACTERIZADO pelo fato
de que os bragos de homologia compreendem as SEQ ID N°: 90-101, 110, 125, 127,
140, 142, 143, 153, 170, 171, 173, 174, 278 ou 279.

21. Método, de acordo com a reivindicacédo 2, CARACTERIZADO pelo fato
de que o constructo genético codifica uma etiqueta.

22. Método, de acordo com a reivindicagdo 21, CARACTERIZADO pelo fato
de que a etiqueta compreende uma STREPTAG®, etiqueta STREP® I, etiqueta de
His, etiqueta Flag, etiqueta Xpress, etiqueta Avi, etiqueta de calmodulina, etiqueta de
poliglutamato, etiqueta de HA, etiqueta de Myc, etiqueta Nus, etiqueta S, etiqueta de
SBP, Softag 1, Softag 3 ou etiqueta V5.

23. Método, de acordo com a reivindicagdo 21, CARACTERIZADO pelo fato
de que a etiqueta compreende a SEQ ID N°: 122 ou 195-204.

24. Método, de acordo com a reivindicagdo 2, CARACTERIZADO por
compreender ainda distribuir uma sequéncia de RNA guia (gRNA) selecionada
dentre uma ou mais das SEQ ID N°: 87-89 e 290-366 e uma nuclease as células B.

25. Método, de acordo com a reivindicagdo 24, CARACTERIZADO pelo fato
de que a distribuicdo se da por eletroporagcdo, por uma nanoparticula ou por
distribuicdo mediada por virus.

26. Método, de acordo com a reivindicacdo 2, CARACTERIZADO pelo fato
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de que o constructo genético faz parte de um vetor viral adeno-associado.

27. Método, de acordo com a reivindicagdao 24, CARACTERIZADO pelo fato
de que o gRNA e a nuclease s&o distribuidos por eletroporacido e o constructo
genético é distribuido como parte de um vetor viral adeno-associado.

28. Método, de acordo com a reivindicagdo 24, CARACTERIZADO pelo fato
de que a nuclease é Cas9 ou Cpf1.

29. Método, de acordo com a reivindicagdo 24, CARACTERIZADO pelo fato
de que uma sequéncia alvo mirada por uma ou mais das sequéncias de gRNA é
selecionada dentre uma ou mais das SEQ ID N° 5-84 e o gRNA ¢ selecionado
dentre uma ou mais das SEQ ID N°: 87-89 e 290-366.

30. Método, de acordo com a reivindicacao 2, CARACTERIZADO pelo fato
de que o anticorpo selecionado é um anticorpo anti-RSV que compreende
palivizumabe, AB1128 ou ab20745.

31. Método, de acordo com a reivindicacao 2, CARACTERIZADO pelo fato
de que o anticorpo selecionado é: palivizumabe compreendendo uma cadeia pesada
com a SEQ ID N° 138 e uma cadeia leve com a SEQ ID N°: 136; palivizumabe
compreendendo uma cadeia pesada com a SEQ ID N°: 138 e uma cadeia leve com
a SEQ ID N°: 205; um anticorpo anti-RSV que compreende uma cadeia pesada com
a SEQ ID N° 123 e uma cadeia leve com a SEQ ID N°: 120; ou um anticorpo anti-
RSV que compreende uma cadeia pesada com a SEQ ID N°: 123 e uma cadeia leve
com a SEQ ID N°: 206.

32. Método, de acordo com a reivindicacao 2, CARACTERIZADO pelo fato
de que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-RSV que compreende uma
CDRH1 com a SEQ ID N°: 207, uma CDRH2 com a SEQ ID N°: 208, uma CDRH3
com a SEQ ID N°: 209; uma CDRL1 com a SEQ ID N°: 210, uma CDRL2 com a SEQ
ID N°: 211 e uma CDRL3 com a SEQ ID N°: 212.

33. Método, de acordo com a reivindicacao 2, CARACTERIZADO pelo fato
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de que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-HIV que compreende 10ES,
VRCO01, ab18633 ou 39/5.4A.

34. Método, de acordo com a reivindicacao 2, CARACTERIZADO pelo fato
de que o anticorpo selecionado é um anticorpo anti-HIV que compreende uma
cadeia pesada com a SEQ ID N°: 150 e uma cadeia leve com a SEQ ID N°: 149.

35. Método, de acordo com a reivindicacao 2, CARACTERIZADO pelo fato
de que o anticorpo selecionado é um anticorpo anti-HIV que compreende uma
CDRH1 com a SEQ ID N°: 213, uma CDRH2 com a SEQ ID N°: 214, uma CDRH3
com a SEQ ID N°: 215, uma CDRL1 com a SEQ ID N°: 216, uma CDRL2 com a SEQ
ID N°: 217 e uma CDRL3 com a SEQ ID N°: 218, ou uma CDRH1 com a SEQ ID N°:
219, uma CDRH2 com a SEQ ID N°: 220, uma CDRH3 com a SEQ ID N° 221, uma
CDRL1 com QYGS, uma CDRL2 com SGS e uma CDRL3 com a SEQ ID N°: 222.

36. Método, de acordo com a reivindicacao 2, CARACTERIZADO pelo fato
de que o anticorpo selecionado é um anticorpo anti-virus da Dengue que
compreende o anticorpo 55, DB2-3, ab155042 ou ab80914.

37. Método, de acordo com a reivindicacao 2, CARACTERIZADO pelo fato
de que o anticorpo selecionado é um anticorpo anti-virus da Dengue que
compreende uma CDRH1 com a SEQ ID N° 223, uma CDRH2 com a SEQ ID N¢:
224, uma CDRH3 com a SEQ ID N°: 225; uma CDRL1 com a SEQ ID N° 226, uma
CDRL2 com a SEQ ID N°: 227 e uma CDRKL3 com a SEQ ID N°: 228, ou uma
CDRH1 com a SEQ ID N°: 229, uma CDRH2 com a SEQ ID N°: 230, uma CDRH3
com a SEQ ID N°: 231, uma CDRL1 com a SEQ ID N°: 232, uma CDRL2 com a SEQ
ID N°: 233 e uma CDRL3 com a SEQ ID N°: 234.

38. Método, de acordo com a reivindicacao 2, CARACTERIZADO pelo fato
de que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-coqueluche que compreende
uma cadeia pesada com a SEQ ID N° 235 e uma cadeia leve com a SEQ ID N°:

236.
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39. Método, de acordo com a reivindicacao 2, CARACTERIZADO pelo fato
de que o anticorpo selecionado é um anticorpo anti-hepatite C que compreende
MAB8694 ou C7-50.

40. Método, de acordo com a reivindicacdo 2, CARACTERIZADO pelo fato
de que o anticorpo selecionado é um anticorpo anti-hepatite C que compreende uma
CDRH1 com a SEQ ID N°: 237, uma CDRH2 com a SEQ ID N°: 238, uma CDRH3
com a SEQ ID N°: 239, uma CDRL1 com a SEQ ID N°: 240, uma CDRL2 com a SEQ
ID N°: 241 e uma CDRL3 com a SEQ ID N°: 242.

41. Método, de acordo com a reivindicacédo 2, CARACTERIZADO pelo fato
de que o anticorpo selecionado é um anticorpo anti-virus da influenza que
compreende C102.

42. Método, de acordo com a reivindicacédo 2, CARACTERIZADO pelo fato
de que o anticorpo selecionado é um anticorpo anti-virus da influenza que
compreende uma cadeia pesada com a SEQ ID N°: 159 e uma cadeia leve com a
SEQ ID N°: 158.

43. Método, de acordo com a reivindicacédo 2, CARACTERIZADO pelo fato
de que o anticorpo selecionado é um anticorpo anti-virus da influenza que
compreende uma CDRH1 com a SEQ ID N° 243, uma CDRH2 com a SEQ ID N¢:
244, uma CDRH3 com a SEQ ID N°: 245, uma CDRL1 com a SEQ ID N°: 246, uma
CDRL2 com KTS e uma CDRL3 com a SEQ ID N°: 247.

44. Método, de acordo com a reivindicacédo 2, CARACTERIZADO pelo fato
de que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-MPV que compreende MPES.

45. Método, de acordo com a reivindicacdo 2, CARACTERIZADO pelo fato
de que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-CMV que compreende
MCMV5322A, MCMV3068A, LJP538 ou LJP539.

46. Método, de acordo com a reivindicacédo 2, CARACTERIZADO pelo fato

de que o anticorpo selecionado é um anticorpo anti-EBV que compreende uma
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cadeia pesada com a SEQ ID N°: 168 e uma cadeia leve com a SEQ ID N°: 166.

47. Método, de acordo com a reivindicacédo 2, CARACTERIZADO pelo fato
de que o anticorpo selecionado é um anticorpo anti-EBV que compreende uma
CDRH1 com a SEQ ID N°: 248, uma CDRH2 com a SEQ ID N°: 249, uma CDRH3
com a SEQ ID N°: 250, uma CDRL1 com a SEQ ID N°: 251, uma CDRL2 com a SEQ
ID N°: 252 e uma CDRL3 com a SEQ ID N°: 253.

48. Método, de acordo com a reivindicacédo 2, CARACTERIZADO pelo fato
de que o anticorpo selecionado é um anticorpo anti-HSV que compreende HSV8-N e
MB66.

49. Método, de acordo com a reivindicacdo 2, CARACTERIZADO pelo fato
de que o anticorpo selecionado €& um anticorpo anti-Clostridium difficile que
compreende actoxumabe ou bezlotoxumabe.

50. Método, de acordo com a reivindicacao 2, CARACTERIZADO pelo fato
de que o anticorpo selecionado é um anticorpo anti-TNF que compreende
infliximabe, adalimumabe, etanercepte, certolizumabe, ou biossimilares aceitos dos
mesmos.

51. Método, de acordo com a reivindicacao 2, CARACTERIZADO pelo fato
de que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-TNF que compreende uma
cadeia pesada com a SEQ ID N°: 254 e uma cadeia leve com a SEQ ID N°: 255;
uma CDRH1 com a SEQ ID N°: 256, uma CDRH2 com a SEQ ID N°: 257, e uma
CDRH3 com a SEQ ID N° 258; uma CDRL1 com a SEQ ID N°: 259, uma CDRL2
com a SEQ ID N°: 260 e uma CDRL3 com a SEQ ID N° 261; uma CDRH1 com a
SEQ ID N°: 262, uma CDRH2 com a SEQ ID N°: 263 e uma CDRH3 com a SEQ ID
N°: 264; uma CDRL1 com a SEQ ID N°: 265, uma CDRL2 com a SEQ ID N°: 266 e
uma CDRL3 com a SEQ ID N° 267; uma CDRH1 com a SEQ ID N°: 268, uma
CDRH2 com a SEQ ID N° 269 e uma CDRH3 com a SEQ ID N°: 270; ou uma
CDRL1 com a SEQ ID N°: 271, uma CDRL2 com a SEQ ID N°: 272 e uma CDRL3
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com a SEQ ID N°: 273.

52. Método, de acordo com a reivindicacao 2, CARACTERIZADO pelo fato
de que a modificagdo genética utiliza uma sequéncia que inclui qualquer uma das
SEQ ID N°: 87, 88, 89, 90-175, 278-366.

53. Método, de acordo com a reivindicacao 2, CARACTERIZADO pelo fato
de que a célula B € uma célula B produtora de anticorpos, uma célula B de memoria,
uma célula B virgem, uma célula B B1 ou uma célula B da zona marginal.

54. Célula B CARACTERIZADA por ser modificada de acordo com um
método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de 2 a 53.

55. Célula B, de acordo com a reivindicagdo 54, CARACTERIZADO pelo
fato de que a célula B € uma célula B secretora de anticorpos, uma célula B de
memdéria, uma ceélula B virgem, uma célula B B1 ou uma célula B da zona marginal.

56. Método para produzir um efeito anti-infeccdo em um paciente que dele
necessita, o método sendo CARACTERIZADO por compreender administrar uma
quantidade terapeuticamente eficaz de uma célula B de acordo com a reivindicagao
54 ao paciente, produzindo assim um efeito anti-infecgao.

57. Método, de acordo com a reivindicagdo 56, CARACTERIZADO por
eliminar a necessidade de vacinagao.

58. Método, de acordo com a reivindicacdo 56, CARACTERIZADO pelo fato
de que a administracdo substitui um protocolo de vacinacio.

59. Método, de acordo com a reivindicacdo 56, CARACTERIZADO pelo fato
de que o paciente tem sua imunidade suprimida.

60. Método, de acordo com a reivindicagdo 56, CARACTERIZADO pelo fato
de que o paciente tem sua imunidade suprimida como parte de um regime de
tratamento que compreende transplante de medula 6ssea, transplante de células-
tronco hematopoiéticas ou administracdo de células-tronco hematopoiéticas

geneticamente modificadas.
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61. Método para produzir um efeito anti-inflamatério em um paciente que
dele necessita, o método sendo CARACTERIZADO por compreender administrar
uma quantidade terapeuticamente eficaz de uma célula B de acordo com a
reivindicagao 54 ao paciente, produzindo assim um efeito anti-inflamatorio.

62. Constructo genético para modificar uma célula B para que expresse um
anticorpo selecionado, o constructo genético sendo CARACTERIZADO por
compreender ou codificar (i) um promotor de cadeia pesada, (ii) um peptideo de
sinal, (iii) a cadeia leve de comprimento total do anticorpo selecionado; (iv) um
ligante flexivel ou um elemento saltador; (v) a regido variavel da cadeia pesada do
anticorpo selecionado; e (vi) uma jungéo de splice.

63. Constructo genético, de acordo com a reivindicagdo 62,
CARACTERIZADO por compreender as SEQ ID N°: 102-175 ou 280-289.

64. Constructo genético, de acordo com a reivindicagdo 62,
CARACTERIZADO pelo fato de que o ligante flexivel fica entre a cadeia leve de
comprimento total do anticorpo selecionado e a regido variavel da cadeia pesada do
anticorpo selecionado.

65. Constructo genético, de acordo com a reivindicagdo 62,
CARACTERIZADO pelo fato de que o ligante flexivel é selecionado dentre as SEQ
ID N°: 180-184.

66. Constructo genético, de acordo com a reivindicagdo 62,
CARACTERIZADO pelo fato de que o ligante flexivel € um ligante Gly-Ser que
compreende de 50 a 80 aminoacidos.

67. Constructo genético, de acordo com a reivindicagdo 62,
CARACTERIZADO pelo fato de que o ligante flexivel € um ligante Gly-Ser que
compreende 57 aminoacidos.

68. Constructo genético, de acordo com a reivindicagdo 62,

CARACTERIZADO pelo fato de que o ligante flexivel é de SEQ ID N°: 122.
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69. Constructo genético, de acordo com a reivindicagdo 62,
CARACTERIZADO pelo fato de que o elemento saltador fica entre a cadeia leve de
comprimento total do anticorpo selecionado e a regido variavel da cadeia pesada do
anticorpo selecionado.

70. Constructo genético, de acordo com a reivindicagdo 62,
CARACTERIZADO pelo fato de que o elemento saltador € um peptideo auto-
clivante.

71. Constructo genético, de acordo com a reivindicagdo 70,
CARACTERIZADO pelo fato de que o peptideo auto-clivante é selecionado dentre
as SEQ ID N°: 176-179.

72. Constructo genético, de acordo com a reivindicagdo 62,
CARACTERIZADO pelo fato de que o elemento saltador € um sitio interno de
entrada no ribossomo (IRES).

73. Constructo genético, de acordo com a reivindicagdo 62,
CARACTERIZADO pelo fato de que o promotor de cadeia pesada & selecionado
dentre as SEQ ID N°: 111 e 128.

74. Constructo genético, de acordo com a reivindicagdo 62,
CARACTERIZADO pelo fato de que o promotor de cadeia pesada € IgVH1-69 ou
J558H10.

75. Constructo genético, de acordo com a reivindicagdo 62,
CARACTERIZADO pelo fato de que o peptideo de sinal é selecionado dentre as
SEQ ID N°: 118, 134 e 185-194.

76. Constructo genético, de acordo com a reivindicagdo 62,
CARACTERIZADO pelo fato de que o peptideo de sinal &€ derivado da cadeia
pesada IgH humana ou da cadeia leve IgL humana.

77. Constructo genético, de acordo com a reivindicagdo 62,

CARACTERIZADO por compreender bragos de homologia.
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78. Constructo genético, de acordo com a reivindicagdo 77,
CARACTERIZADO pelo fato de que os bragos de homologia compreendem as SEQ
ID N°: 90-101, 110, 125, 127, 140, 142, 143, 153, 170, 171, 173, 174, 278 ou 279.

79. Constructo genético, de acordo com a reivindicagdo 62,
CARACTERIZADO por codificar uma etiqueta.

80. Constructo genético, de acordo com a reivindicagdo 79,
CARACTERIZADO pelo fato de que a etiqueta compreende uma STREPTAG®,
etiqueta STREP® I, etiqueta de His, etiqueta Flag, etiqueta Xpress, etiqueta Avi,
etiqueta de calmodulina, etiqueta de poliglutamato, etiqueta de HA, etiqueta de Myc,
etiqueta Nus, etiqueta S, etiqueta de SBP, Softag 1, Softag 3 ou etiqueta V5.

81. Constructo genético, de acordo com a reivindicagdo 79,
CARACTERIZADO pelo fato de que a etiqueta compreende a SEQ ID N°: 122 ou
195-204.

82. Constructo genético, de acordo com a reivindicagdo 62,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-
RSV que compreende palivizumabe, AB1128 ou ab20745.

83. Constructo genético, de acordo com a reivindicagdo 62,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo selecionado é: palivizumabe
compreendendo uma cadeia pesada com a SEQ ID N°: 138 e uma cadeia leve com
a SEQ ID N°: 136; palivizumabe compreendendo uma cadeia pesada com a SEQ ID
N°: 138 e uma cadeia leve com a SEQ ID N° 205; um anticorpo anti-RSV que
compreende uma cadeia pesada com a SEQ ID N°: 123 e uma cadeia leve com a
SEQ ID N° 120; ou um anticorpo anti-RSV que compreende uma cadeia pesada
com a SEQ ID N°: 123 e uma cadeia leve com a SEQ ID N°: 206.

84. Constructo genético, de acordo com a reivindicagdo 62,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-
RSV que compreende uma CDRH1 com a SEQ ID N°: 207, uma CDRH2 com a SEQ
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ID N°: 208, uma CDRH3 com a SEQ ID N°: 209; uma CDRL1 com a SEQ ID N°: 210,
uma CDRL2 com a SEQ ID N°: 211 e uma CDRL3 com a SEQ ID N°: 212.

85. Constructo genético, de acordo com a reivindicagdo 62,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-HIV
que compreende 10E8, VRCO01, ab18633 ou 39/5.4A.

86. Constructo genético, de acordo com a reivindicagdo 62,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-HIV
que compreende uma cadeia pesada com a SEQ ID N°: 150 e uma cadeia leve com
a SEQ ID N°: 149.

87. Constructo genético, de acordo com a reivindicagdo 62,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-HIV
que compreende uma CDRH1 com a SEQ ID N°: 213, uma CDRH2 com a SEQ ID
N°: 214, uma CDRH3 com a SEQ ID N°: 215, uma CDRL1 com a SEQ ID N°: 216,
uma CDRL2 com a SEQ ID N° 217, e uma CDRL3 com a SEQ ID N° 218, ou uma
CDRH1 com a SEQ ID N°: 219, uma CDRH2 com a SEQ ID N°: 220, uma CDRH3
com a SEQ ID N° 221, uma CDRL1 com QYGS, uma CDRL2 com SGS e uma
CDRL3 com a SEQ ID N°: 222.

88. Constructo genético, de acordo com a reivindicagdo 62,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-
virus da Dengue que compreende o anticorpo 55, DB2-3, ab155042 ou ab80914.

89. Constructo genético, de acordo com a reivindicagdo 62,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-
virus da Dengue que compreende uma CDRH1 com a SEQ ID N°: 223, uma CDRH2
com a SEQ ID N°: 224, uma CDRH3 com a SEQ ID N°: 225; uma CDRL1 com a
SEQ ID N°: 226, uma CDRL2 com a SEQ ID N°: 227, e uma CDRKL3 com a SEQ ID
N°: 228, ou uma CDRH1 com a SEQ ID N° 229, uma CDRH2 com a SEQ ID N°:
230, uma CDRH3 com a SEQ ID N°: 231, uma CDRL1 com a SEQ ID N° 232, uma
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CDRL2 com a SEQ ID N°: 233 e uma CDRL3 com a SEQ ID N°: 234.

90. Constructo genético, de acordo com a reivindicagdo 62,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-
coqueluche que compreende uma cadeia pesada com a SEQ ID N° 235 e uma
cadeia leve com a SEQ ID N°: 236.

91. Constructo genético, de acordo com a reivindicagdo 62,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-
hepatite C que compreende MAB8694 ou C7-50.

92. Constructo genético, de acordo com a reivindicagdo 62,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-
hepatite C que compreende uma CDRH1 com a SEQ ID N°: 237, uma CDRH2 com a
SEQ ID N°: 238, uma CDRH3 com a SEQ ID N°: 239, uma CDRL1 com a SEQ ID
N°: 240, uma CDRL2 com a SEQ ID N°: 241 e uma CDRL3 com a SEQ ID N°: 242.

93. Constructo genético, de acordo com a reivindicagdo 62,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-
virus da influenza que compreende C102.

94. Constructo genético, de acordo com a reivindicagdo 62,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-
virus da influenza que compreende uma cadeia pesada com a SEQ ID N° 159 e
uma cadeia leve com a SEQ ID N°: 158.

95. Constructo genético, de acordo com a reivindicagdo 62,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-
virus da influenza que compreende uma CDRH1 com a SEQ ID N° 243, uma
CDRH2 com a SEQ ID N°: 244, uma CDRH3 com a SEQ ID N°: 245, uma CDRL1
com a SEQ ID N°: 246, uma CDRL2 com KTS e uma CDRL3 com a SEQ ID N°: 247.

96. Constructo genético, de acordo com a reivindicagdo 62,

CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-
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MPV que compreende MPES.

97. Constructo genético, de acordo com a reivindicagdo 62,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-
CMV que compreende MCMV5322A, MCMV3068A, LJP538 ou LJP5309.

98. Constructo genético, de acordo com a reivindicagdo 62,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-
EBV que compreende uma cadeia pesada com a SEQ ID N°: 168 e uma cadeia leve
com a SEQ ID N°: 166.

99. Constructo genético, de acordo com a reivindicagdo 62,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-
EBV que compreende uma CDRH1 com a SEQ ID N°: 248, uma CDRH2 com a SEQ
ID N°: 249, uma CDRH3 com a SEQ ID N°: 250, uma CDRL1 com a SEQ ID N°: 251,
uma CDRL2 com a SEQ ID N°: 252 e uma CDRL3 com a SEQ ID N°: 253.

100. Constructo genético, de acordo com a reivindicagdo 62,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-
HSV que compreende HSV8-N e MBG66.

101. Constructo genético, de acordo com a reivindicagdo 62,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-
Clostridium difficile que compreende actoxumabe ou bezlotoxumabe.

102. Constructo genético, de acordo com a reivindicagdo 62,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-
TNF que compreende infliximabe, adalimumabe, etanercepte, certolizumabe, ou
biossimilares aceitos dos mesmos.

103. Constructo genético, de acordo com a reivindicagdo 62,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo selecionado € um anticorpo anti-
TNF que compreende uma cadeia pesada com a SEQ ID N°: 254 e uma cadeia leve

com a SEQ ID N°: 255; uma CDRH1 com a SEQ ID N°: 256, uma CDRH2 com a
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SEQ ID N°: 257 e uma CDRH3 com a SEQ ID N°: 258; uma CDRL1 com a SEQ ID
N°: 259, uma CDRL2 com a SEQ ID N°: 260 e uma CDRL3 com a SEQ ID N°: 261;
uma CDRH1 com a SEQ ID N° 262, uma CDRH2 com a SEQ ID N° 263 e uma
CDRH3 com a SEQ ID N° 264; uma CDRL1 com a SEQ ID N°: 265, uma CDRL2
com a SEQ ID N°: 266 e uma CDRL3 com a SEQ ID N° 267; uma CDRH1 com a
SEQ ID N°: 268, uma CDRH2 com a SEQ ID N°: 269 e uma CDRH3 com a SEQ ID
N°: 270; ou uma CDRL1 com a SEQ ID N°: 271, uma CDRL2 com a SEQ ID N°: 272
e uma CDRL3 com a SEQ ID N°: 273.

104. Kit para modificar geneticamente uma célula B, o kit sendo
CARACTERIZADO por compreender um constructo genético de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes de 62 a 103 e um gRNA que mira a SEQ ID N°: 1,
SEQ ID N°: 2, SEQ ID N°: 3 ou SEQ ID N°: 4.

105. Kit, de acordo com a reivindicagdo 104, CARACTERIZADO pelo fato de
gue o gRNA ¢é selecionado dentre uma ou mais das SEQ ID N°: 87, 88, 89 e 290-
366.

106. Kit, de acordo com a reivindicagdgo 104, CARACTERIZADO por
compreender ainda uma nuclease.

107. Kit, de acordo com a reivindicacdo 106, CARACTERIZADO pelo fato de
que a nuclease é Cas9 ou Cpf1.

108. Kit, de acordo com a reivindicagdo 104, CARACTERIZADO por
compreender ainda uma nanoparticula ou vetor viral adeno-associado.

109. Kit, de acordo com a reivindicacdo 106, CARACTERIZADO pelo fato de
gue o gRNA e a nuclease sdo associados a uma nanoparticula.

110. Kit, de acordo com a reivindicacdo 104, CARACTERIZADO pelo fato de

qgue o constructo genético faz parte de um vetor viral adeno-associado.

Peticao 870200049077, de 20/04/2020, pég. 127/241



1/110

FIG. 1
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FIG. 11A
Sequéncia do intensificador intrénico Ep humano:

GTAGTTGAAAAGTGGTCTTGAAAAATACTAAAATGAAGGCCACTCTATCAGAATA
TCAAAGTGTTTCTCCTTAATCACAAAGAGAAAACGAGTTAACCTAAAAAGATTGT

GAACACAGTCATTATGAAAATAATGCTCTGAGGTATCGAAAAAGTATTTGAGATT

AATTATCACATGAAGGGATAACAAGCTAATTTAAAAAACTTTTTGAATACAGTCAT
AAACTCTCCCTAAGACTGTTTAATTTCTTAAACATCTTACTTTAAAAATGAATGCA

GTTTAGAAGTTGATATGCTGTTTGCACAAACTAGCAGTTGATAAGCTAAGATTGG
AAATGAAATTCAGATAGTTAAAAAAAGCCTTTTCAGTTTCGGTCAGCCTCGCCTT

ATTTTAGAAACGCAAATTGTCCAGGTGTTGTTTTGCTCAGTAGAGCACTTTCAGA
TCTGGGCCTGGGCAAAACCACCTCTTCACAACCAGAAGTGATAAATTTACCAATT
GTGTTTTTTTGCTTCCTAAAATAGACTCTCGCGGTGACCTGCTTCCTGCCACCTG
CTGTGGGTGCCGGAGACCCCCATGCAGCCATCTTGACTCTAATTCATCATCTGC
TTCCAGCTTCGCTCAATTAATTAAAAAAATAAACTTGATTTATGATGGTCAAAACG
CAGTCCCGCATCGGGGCCGACAGCACTGTGCTAGTATTTCTTAGCTGAGCTTGC
TTTGGCCTCAATTCCAGACACATATCACTCATGGGTGTTAATCAAATGATAAGAA

TTTCAAATACTTGGACAGTTAAAAAAATTAATATACTTGAAAATCTCTCACATTTTT
AAGTCA (SEQ ID N°: 85)

Regido intrbnica humana 1 a mirar para a introducédo do constructo genético:

CTACATGGACGTCTGGGGCAAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGGTAAGA
ATGGCCACTCTAGGGCCTTTGTTTTCTGCTACTGCCTGTGGGGTTTCCTGAGCA
TTGCAGGTTGGTCCTCGGGGCATGTTCCGAGGGGACCTGGGCGGACTGGCCA
GGAGGGGATGGGCACTGGGGTGCCTTGAGGATCTGGGAGCCTCTGTGGATTTT
CCGATGCCTTTGGAAAATGGGACTCAGGTTGGGTGCGTCTGATGGAGTAACTG
AGCCTGGGGGCTTGGGGAGCCACATTTGGACGAGATGCCTGAACAAACCAGGG
GTCTTAGTGATGGCTGAGGAATGTGTCTCAGGAGCGGTGTCTGTAGGACTGCA
AGATCGCTGCACAGCAGCGAATCGTGAAATATTTTCTTTAGAATTATGAGGTGC
GCTGTGTGTCAACCTGCATCTTAAATTCTTTATTGGCTGGAAAGAGAACTGTCGG
AGTGGGTGAATCCAGCCAGGAGGGACGCGTAGCCCCGGTCTTGATGAGAGCA
GGGTTGGGGGCAGGGGTAGCCCAGAAACGGTGGCTGCCGTCCTGACAGGGGC
TTAGGGAGGCTCCAGGACCTCAGTGCCTTGAAGCTGGTTTCCATGAGAAAAGG
ATTGTTTATCTTAGGAGGCATGCTTACTGTTAAAAGACAGGATATGTTTGAAGTG
GCTTCTGAGAAAAATGGTTAAGAAAATTAT (SEQ ID N°: 1)
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FIG. 11B (continuagéo)
GGUCCUCGGGGCAUGUUCCG (SEQ ID N°: 290)
GGGCAUGUUCCGAGGGGACC (SEQ ID N°: 291)
GCAUUGCAGGUUGGUCCUCG (SEQ ID Ne: 88)
UCCUCGGGGCAUGUUCCGAG (SEQ ID N°: 292)
GGCAUGUUCCGAGGGGACCU (SEQ ID N°: 293)
GUCUCAGGAGCGGUGUCUGU (SEQ ID N°: 89)
AGCAUUGCAGGUUGGUCCUC (SEQ ID N°: 294)
CCUGGGCGGACUGGCCAGGA (SEQ ID N°: 295)
ACUGGGGUGCCUUGAGGAUC (SEQ ID N°: 296)
CCCCAGUGCCCAUCCCCUCC (SEQ ID N°: 297)
CUAAGACCCCUGGUUUGUUC (SEQ ID N°: 298)
UGUGGAUUUUCCGAUGCCUU (SEQ ID N°: 299)
AGGACCAACCUGCAAUGCUC (SEQ ID N°: 300)
CUCAGGUUGGGUGCGUCUGA (SEQ ID N°: 301)
CCCUCCUGGCCAGUCCGCCC (SEQ ID N°: 302)
GGCCAGGAGGGGAUGGGCAC (SEQ ID N°: 303)
GAGAUGCCUGAACAAACCAG (SEQ ID N°: 304)
AGGGGUCUUAGUGAUGGCUG (SEQ ID N°: 305)
AUGGGCACUGGGGUGCCUUG (SEQ ID N°: 306)

UUCCGAUGCCUUUGGAAAAU (SEQ ID N°: 307)
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FIG. 12A
Regido intrbnica humana 2 a mirar para a introducédo do constructo genético:

CTCACTTTAGGATAAGTTTTAGGTAAAATGTGCATCATTATCCTGAATTATTTCAG
TTAAGCATGTTAGTTGGTGGCATAAGAGAAAACTCAATCAGATAGTGCTGAAGA
CAGGACTGTGGAGACACCTTAGAAGGACAGATTCTGTTCCGAATCACCGATGCG
GCGTCAGCAGGACTGGCCTAGCGGAGGCTCTGGGAGGGTGGCTGCCAGGCCC
GGCCTGGGCTTTGGGTCTCCCCGGACTACCCAGAGCTGGGATGCGTGGCTTCT
GCTGCCGGGCCGACTGGCTGCTCAGGCCCCAGCCCTTGTTAATGGACTTGGAG
GAATGATTCCATGCCAAAGCTTTGCAAGGCTCGCAGTGACCAGGCGCCCGACA
TGGTAAGAGACAGGCAGCCGCCGCTGCTGCATTTGCTTCTCTTAAAACTTTGTA
TTTGACGTCTTATTTCCACTAGAAGGGGAACTGGTCTTAATTGCTTGATGAAGAG
CAGGAGACTCATTTATGTGAGTCTTTTGAGTGACCATTGTCTGGGTCACTCCCAT
TTAACTTTCCCTAAAGCCCATTTGAAGGAGAGGTCGCACGAGCTGCTCCACAAC
CTCTGAATGGGGATGGCATGGGTAATGATGCTTGAGAACATACCAAGCCCCACT
GGCATCGCCCTTGTCTAAGTCATTGACTGTAGGTCATCATCGCACCCTTGAAAG
TAGCCCATGCCTTCCAAAGCGATTTATGGTAAATGGCAGAATTTTAAGTGGCAAA
TTCAGATAAAATGCATTTCTTGGTTGTTTCCAATGATGACTGTTATCTAGAGGGA
ATTTAAAGGCAGGGGTTTACTGCAGACTCAGAAGGGAGGGGATGCTCCGGGAA
GGTGGAGGCTCTGAGCATCTCAATACCCTCCTCTTGGTGCAGAAGATATGCTGC
CACTTCTAGAGCAAGGGGACCTGCTCATTTTTATCACAGCACAGGCTCCTAAATT
CTTGGTCTCATTCTCAAGATGTTTTAATGACTTTAAAGCAGCAAAGAAATATTCCA
CCCAGGTAGTGGAGGGTGGTAATGATTGGTAATGCTTTGGAACCAAAACCCAG
GTGGCGCTGGGGCAGGACTGCAGGGAACTGGGGTATCAAGTAGAGGGAGACA
AAAGATGGAAGCCAGCCTGGCTGTGCAGGAACCCGGCAATGAGATGGCTTTAG
CTGAGACAAGCAGGTCTGGTGGGCTGACCATTTCTGGCCATGACAACTCCATCC
AGCTTTCAGAAATGGACTCAGATGGGCAAAACTGACCTAAGCTGACCTAGACTA
AACAAGGCTGAAC (SEQ ID N°: 2)
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FIG. 13A

Sequéncia do intensificador intrénico Epy murideo:

AGTCTAGATAATTGCATTCATTTAAAAAAAAAGTCTTTCTCCTAAAATGAATACTC

AGAAAGTGGTCTTGAAAAAGATTTGTGAAGCCGTTTTGACCAGAATGTCAAAGTC
TTAATAGTAAGGCAAAACAAACAACTAAAAAAGATCATGAACAAAGTCACTGTAA

ATGCTTCGGGTATTGGAAAAGAATTGAATGGAGACCAATAATCAGAGGGAAGAA
TAATAGAGTAATTTTAAGAAGTTTTCTAAATATATTAGAAATTAAAGACACTAAAG

TCCTTCAATTTCTTACATAACCTAATTTTGAAAATGAATTCTAAATACATTTTAGAA
GTCGATAAACTTAAGTTTGGGGAAACTAGAACTACTCAAGCTAAAATTAAAAGGT
TGAACTCAATAAGTTAAAAGAGGACCTCTCCAGTTTCGGCTGAATCCTCAACTTA
TTTTAGAAATGCAAATTACCCAGGTGGTGTTTTGCTCAGCCTGGACTTTCGGTTT
GGTGGGGCTGGACAGAGTGTTTCAAAACCACTTCTTCAAACCACAGCTACAAGT
TTACCTAGTGGTTTTATTTTCCCTTCCCCAAATAGCCTTGCCACATGACCTGCTT

CCTGCCAGCTGCTGCAGGTGTTCTGGTTCTGATCGGCCATCTTGACTCCAACTC
AACATTGCTCAATTCATTTAAAAATATTTGAAACTTAATTTATTATTGTTAAAAGTC

AGTTCTGAATAGGTTATGAGAGAGCCTCACTCCCATTCCTCGGTTAAACTTTAAG
TAATATCAGTTCTACACAAACAAGACCTCAAACTGATTGACAAGAATTTTGGACA

TTTAAAAAAATGAGTACTTGAAAACCCTCTCACATTTTAAAGTCACAGTATTTAAC

TATTTTTCCTAGGAACCAACTTAAGAGTAAAAGCAACATCTTCTAATATTCCATAC
ACATACTTCTGTGTTCCTTTGAAAGCTGGACTTTTGCAGGCTCCACCAGACCTCT
CTAGACA (SEQ ID N°: 86)

Regido intrbnica muridea 1 a mirar para a introdugéo do constructo genético:

GGACTACTGGGGTCAAGGAACCTCAGTCACCGTCTCCTCAGGTAAGAATGGCC
TCTCCAGGTCTTTATTTTTAACCTTTGTTATGGAGTTTTCTGAGCATTGCAGACTA
ATCTTGGATATTTGTCCCTGAGGGAGCCGGCTGAGAGAAGTTGGGAAATAAACT
GTCTAGGGATCTCAGAGCCTTTAGGACAGATTATCTCCACATCTTTGAAAAACTA
AGAATCTGTGTGATGGTGTTGGTGGAGTCCCTGGATGATGGGATAGGGACTTTG
GAGGCTCATTTGAAGAAGATGCTAAAACAATCCTATGGCTGGAGGGATAGTTGG
GGCTGTAGTTGGAGATTTTCAGTTTTTAGAATAAAAGTATTAGTTGTGGAATATA
CTTCAGGACCACCTCTGTGACAGCATTTATACAGTATCCGATGCATAGGGACAA
AGAGTGGAGTGGGGCACTTTCTTTAGATTTGTGAGGAATGTTCCGCACTAGATT
GTTTAAAACTTCATTTGTTGGAAGGAGAGCTGTCTTAGTGATTGAGTCAAGGGA
GAAAGGCATCTAGCCTCGGTCTCAAAAGGGTAGTTGCTG (SEQ ID Ne°: 3)
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FIG. 14A
Regido intrbnica muridea 2 a mirar para a introdugéo do constructo genético:

TTATTTCAGTTGAACATGCTGGTTGGTGGTTGAGAGGACACTCAGTCAGTCAGT
GACGTGAAGGGCTTCTAAGCCAGTCCACATGCTCTGTGTGAACTCCCTCTGGCC
CTGCTTATTGTTGAATGGGCCAAAGGTCTGAGACCAGGCTGCTGCTGGGTAGG
CCTGGACTTTGGGTCTCCCACCCAGACCTGGGAATGTATGGTTGTGGCTTCTGC
CACCCATCCACCTGGCTGCTCATGGACCAGCCAGCCTCGGTGGCTTTGAAGGA
ACAATTCCACACAAAGACTCTGGACCTCTCCGAAACCAGGCACCGCAAATGGTA
AGCCAGAGGCAGCCACAGCTGTGGCTGCTGCTCTTAAAGCTTGTAAACTGTTTC
TGCTTAAGAGGGACTGAGTCTTCAGTCATTGCTTTAGGGGGAGAAAGAGACATT
TGTGTGTCTTTTGAGTACCGTTGTCTGGGTCACTCACATTTAACTTTCCTTGAAA
AACTAGTAAAAGAAAAATGTTGCCTGTTAACCAATAATCATAGAGCTCATGGTAC
TTTGAGGAAATCTTAGAAAGCGTGTATACAATTGTCTGGAATTATTTCAGTTAAGT
GTATTAGTTGAGGTACTGATGCTGTCTCTACTTCAGTTATACATGTGGGTTTGAA
TTTTGAATCTATTCTGGCTCTTCTTAAGCAGAAAATTTAGATAAAATGGATACCTC
AGTGGTTTTTAATGGTGGGTTTAATATAGAAGGAATTTAAATTGGAAGCTAATTTA
GAATCAGTAAGGAGGGACCCAGGCTAAGAAGGCAATCCTGGGATTCTGGAAGA
AAAGATGTTTTTAGTTTTTATAGAAAACACTACTACATTCTTGATCTACAACTCAA
TGTGGTTTAATGAATTTGAAGTTGCCAGTAAATGTACTTCCTGGTTGTTAAAGAA
TGGTATCAAAGGACAGTGCTTAGATCCGAGGTGAGTGTGAGAGGACAGGGGCT
GGGGTATGGATACGCAGAAGGAAGGCCACAGCTGTACAGAATTGAGAAAGAAT
AGAGACCTGCAGTTGAGGCCAGCAGGTCGGCTGGACTAACTCTCCAGCCACAG
TAATGACCCAGACAGAGAAAGCCAGACTCATAAAGCTTGCTGAGCAAAATTAAG
GGAACAAGGTTGAGAGCCCTAGTAAGCGAGGCTCTAAAAAGCACAGCTGAGCT
GAGATGGGTGGGCTTCTCTGAGTGCTTCTAAAATGCGCTAAACTGAGGTGATTA
CTCTGAGGTAAGCAAAGCTGGGCTTGAGCCAAAATGAAGTAGACTGTAATGAAC
TGGAATGAGCTGGGCCGCTAAGCTAAACTAGGCTGGCTTAACCGAGATGAGCC
AAACTGGAATGAACTTCATTAATCTAGGTTGAATAGAGCTAAACTCTACTGCCTA
CACTGGACTGTTCTGAGCTGAGATGAGCTGGGGTGAGCTCAGCTATGCTACGC
TGTGTTGGGGTGAGCTGATCTGAAATGAGATACTCTGGAGTAGCTGAGATGGG
GTGAGATGGGGTG (SEQ ID N°: 4)
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FIG. 23B
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FIG. 24A
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FIG. 25A

Sequénicas de sgRNA:

Muridea: sgRNA-migH_3: UUAUACAGUAUCCGAUGCAU (SEQ ID Ne: 87)

Humanas: sgRNA-higH-6: GCAUUGCAGGUUGGUCCUCG (SEQ ID N°: 88)
sgRNA-hIgH-7: GUCUCAGGAGCGGUGUCUGU (SEQ ID N°: 89)

Regides de Homologia de Genoma Murideas (para sgRNA-migH_3):
A montante: CATCGGATACTGTATAAATGCTGTCACAGAGGTGGT (SEQ ID N°: 90)
A jusante: CATAGGGACAAAGAGTGGAGTGGGGCACTTTCTTTA (SEQ ID N°: 91)

Regi6es de Homologia de Genoma Humanas (para sgRNA-hIgH-7):
GACACCGCTCCTGAGACACATTCCTCAGCCATCACT (SEQ ID N°: 92)
TGTAGGACTGCAAGATCGCTGCACAGCAGCGAATCG (SEQ ID N°: 93)

Regi6es de Homologia de Genoma Humanas (para sgRNA-hIgH-6):
GGGACCAACCTGCAATGCTCAGGAAACCCCACAGGCA (SEQ ID N°: 94)
TTCGGGGCATGTTCCGAGGGGACCTGGGCGGACTGGC (SEQ ID N°: 95)

Oligonucleotideos de splicing (homologia com o genoma indicado em negrito):

Murideos (para sgRNA-migH_3):

A montante:CTTCGAGACATGTACAGACCATTTAGATGTAGTATCAAAGCCTAATATCTCA
ATCTTAAAATAGAATCCTAACCTGAGACACTCACTTGTCCATCGGATACTGTATAAATGC
TGTCACAGAGGTGGT (SEQ ID N°; 96)

A jusante:CTTCTCCCATTCTAAATGCATGTTGGGGGGATTCTGGGCCTTCAGGACCACA
TAGGGACAAAGAGTGGAGTGGGGCACTTTCTTTA (SEQ ID N°: 97)

Humanos (para sgRNA-hIgH-7):

A montante:GTGCACAGCGCTCTTCCCGCTGCAGAACAAACCCCAACCCCAGGATGCAC

TCCTCACTGTGAACCCACATTTTATTGGCCTAAAGATTACGGACACCGCTCCTGAGACA
CATTCCTCAGCCATCACT (SEQ ID N°: 98)

A jusante:GTCTGGGGATAGCGGGGAGCCAGGTGTACTGGGCCAGGCAAGGGCTTTGGT
GTAGGACTGCAAGATCGCTGCACAGCAGCGAATCG (SEQ ID N°: 99)

Humanos (para sgRNA-hIgH-6):

A montante:GTGCACAGCGCTCTTCCCGCTGCAGAACAAACCCCAACCCCAGGATGCAC

TCCTCACTGTGAACCCACATTTTATTGGCCTAAAGATTACGGGGACCAACCTGC

AATGCTCAGGAAACCCCACAGGCA (SEQ ID N°: 100)

A jusante:GTCTGGGGATAGCGGGGAGCCAGGTGTACTGGGCCAGGCAAGGGCT
TTGGTTCGGGGCATGTTCCGAGGGGACCTGGGCGGACTGGC (SEQ ID N°: 101)
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FIG. 25B
AAV com emADb anti-RSV humano (2.531 bp)
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>Regido de homologia a montante do T17 humano no AAV com emAb anti-RSV humano
TGTGACGCCCGGAGACAGAAGGTCTCTGGGTGGCTGGGTTTTTGTGGGGTGAGGATGGACATTCTGCCATTGTGATTACTACTACTACTAC
TACATGGACGTCTGGGGCAAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGGTAAGAATGGCCACTCTAGGGCCTTTGTTTTCTGCTACTGCCTGT
GGGGTTTCCTGAGCATTGCAGGTTGGTCCTCGGGGCATGTTCCGAGGGGACCTGGGCGGACTGGCCAGGAGGGGATGGGCACTGGGGTG
CCTTGAGGATCTGGGAGCCTCTGTGGATTTTCCGATGCCTTTGGAAAATGGGACTCAGGTTGGGTGCGTCTGATGGAGTAACTGAGCCTGG

GGGCTTGGGGAGCCACATTTGGACGAGATGCCTGAACAAACCAGGGGTCTTAGTGATGGCTGAGGAATGTGTCTCAGGAGCGGTGTCT
(SEQ ID N°: 110)

>Promotor IgVH1-69 no AAV com emAb anti-RSV humano
GTAATCTTTAGGCCAATAAAATGTGGGTTCACAGTGAGGAGTGCATCCTGGGGTTGGGGTTTGTTCTGCAGCGGGAAGAGCGCTGTGCACA
GAAAGCTTAGAAATGGGGCAAGAGATGCTTTTCCTCAGGCAGGATTTAGGGCTTGGTCTCTCAGCATCCCACACTTGTACAGCTGATGTGGC
ATCTGTGTTTTCTTTCTCATCCTAGATCAGGCTTTGAGCTGTGAAATACCCTGCCTCATGCATATGCAAATAACCTGAGGTCTTCTGAGATAAA
TATAGATATATTGGTGCCCTGAG (SEQ ID N°: 111)

>Sequéncia de codificagdo do peptideo de sinal no AAV emAb anti-RSV humano
ATGGCTACCGGCAGCAGAACAAGCCTGCTGCTCGCTTTTGGACTGCTCTGTCTCCCCTGGTTGCAAGAAGGCAGCGCC (SEQ ID N°: 112)

>Sequéncia de codificacao da cadeia leve do hRSV no AAV com emAb anti-RSV humano
ATGGCTACCGGCAGCAGAACAAGCCTGCTGCTCGCTTTTGGACTGCTCTGTCTCCCCTGGTTGCAAGAAGGCAGCGCCGACAT
CCAGATGACACAGAGCCCTAGCACACTGTCTGCCAGCGTGGGCGACAGAGTGACCATCACATGCAAGTGCCAGCTGAGCGTGGGCTACAT
GCACTGGTATCAGCAAAAGCCCGGCAAGGCCCCTAAGCTGCTGATCTACGATACCTCCAAGCTGGCCTCTGGCGTGCCCTCCAGATTTTCT
GGCAGCGGCAGCGGAACCGAGTTCACCCTGACCATCTCAAGCCTGCAGCCTGACGACTTCGCTACGTACTACTGCTTCCAAGGCAGCGGC
TACCCCTTCACATTTGGCGGCGGAACAAAGCTGGAAATCAAGCGGACTGTGGCCGCTCCTAGCGTGTTCATCTTTCCACCTAGCGACGAGC
AGCTGAAGTCTGGCACTGCCTCTGTCGTGTGCCTGCTGAACAACTTCTACCCTCGAGAGGCCAAGGTGCAGTGGAAAGTGGACAATGCCCT
GCAGAGCGGCAACAGCCAAGAGTCTGTGACCGAGCAGGACTCCAAGGATTCCACCTACAGCCTGTCTAGCACCCTGACTCTGAGCAAGGC

CGACTACGAGAAGCACAAGGTGTACGCCTGCGAAGTGACACACCAGGGACTGAGCAGCCCTGTGACCAAGAGCTTCAATCGGGGCGAGTG
C (SEQ ID N°: 113)
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>Sequéncia de codificacao da cadeia leve variavel do hRSV no AAV com emAb anti-RSV humano

GACATCCAGATGACACAGAGCCCTAGCACACTGTCTGCCAGCGTGGGCGACAGAGTGACCATCACATGCAAGTGCCAGCTGAG
CGTGGGCTACATGCACTGGTATCAGCAAAAGCCCGGCAAGGCCCCTAAGCTGCTGATCTACGATACCTCCAAGCTGGCCTCTG
GCGTGCCCTCCAGATTTTCTGGCAGCGGCAGCGGAACCGAGTTCACCCTGACCATCTCAAGCCTGCAGCCTGACGACTTCGCT
ACGTACTACTGCTTCCAAGGCAGCGGCTACCCCTTCACATTTGGCGGCGGAACAAAGCTGGAAATCAAGCGG (SEQ ID N°: 114)

>Sequéncia de codificagdo da cadeia leve constante kappa no AAV com emAb anti-RSV humano
ACTGTGGCCGCTCCTAGCGTGTTCATCTTTCCACCTAGCGACGAGCAGCTGAAGTCTGGCACTGCCTCTGTCGTGTGCCTGCTG
AACAACTTCTACCCTCGAGAGGCCAAGGTGCAGTGGAAAGTGGACAATGCCCTGCAGAGCGGCAACAGCCAAGAGTCTGTGAC
CGAGCAGGACTCCAAGGATTCCACCTACAGCCTGTCTAGCACCCTGACTCTGAGCAAGGCCGACTACGAGAAGCACAAGGTGT
ACGCCTGCGAAGTGACACACCAGGGACTGAGCAGCCCTGTGACCAAGAGCTTCAATCGGGGCGAGTGC (SEQ ID Ne°: 115)

>Sequéncia de codificagdo do ligante GSSG-streptag no AAV com emAb anti-RSV humano
GGAGGAAGTAGTGGCAGCGGGAGTGGGTCCAATTGGAGTCATCCTCAATTTGAGAAAGGAGGGGGAGGGTCCAATTGGTCTCA
TCCGCAGTTTGAGAAGGGCGGCGGCGGCTCCAATTGGTCCCATCCCCAGTTTGAAAAAGGCTCTGGTGGAGGTGGTAGTGCTG
GTGGG (SEQ ID N°: 116)

>Sequéncia de codificacao da cadeia pesada variavel do hRSV no AAV com emAb anti-RSV humano
CAAGTGACCCTGAGAGAGTCTGGACCTGCTCTGGTCAAGCCCACACAGACCCTGACACTGACCTGCACCTTCAGCGGCTTTAG
CCTGAGCACAAGCGGCATGAGCGTCGGCTGGATTAGACAGCCTCCTGGCAAAGCCCTGGAATGGCTGGCCGACATTTGGTGG
GACGACAAGAAGGACTACAACCCCAGCCTGAAGTCCCGGCTGACCATCAGCAAGGACACCAGCAAGAACCAGGTGGTGCTGAA
AGTGACCAACATGGACCCTGCCGACACCGCCACCTACTACTGTGCCAGATCCATGATCACCAACTGGTACTTCGACGTGTGGGG
AGCCGGCACCACAACCGTCTCTTCA (SEQ ID N°: 117)

>Sequéncia de aminoacidos do peptideo de sinal no AAV com emAb anti-RSV humano
MATGSRTSLLLAFGLLCLPWLQEGSA (SEQ ID N°: 118)
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>Sequéncia de aminoacidos da cadeia leve do hRSV no AAV com emAb anti-RSV humano
MATGSRTSLLLAFGLLCLPWLQEGSADIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCKCQLSVGYMHWYQQKPGKAPKLLIYDTSKLASGVPSRFSGSGSGTE
FTLTISSLQPDDFATYYCFQGSGYPFTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQ
DSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID N°: 119)

>Sequéncia de aminoacidos da cadeia leve variavel do hRSV no AAV com emAb anti-RSV humano
DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCKCQLSVGYMHWYQQKPGKAPKLLIYDTSKLASGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPDDFATYYCFQGSGYPFT
FGGGTKLEIKR (SEQ ID N°: 120)

>Sequéncia de aminoacidos da cadeia leve constante kappa no AAV com emAb anti-RSV humano
TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSS
PVTKSFNRGEC (SEQ ID N°: 121)

>Sequéncia de aminoacidos do ligante GSSG-streptag no AAV com emAb anti-RSV humano
GGSSGSGSGSNWSHPQFEKGGGGSNWSHPQFEKGGGGSNWSHPQFEKGSGGGGSAGG (SEQ ID N°: 122)

>Sequéncia de aminoacidos da cadeia pesada variavel do hRSV no AAV com emAb anti-RSV humano
QVTLRESGPALVKPTQTLTLTCTFSGFSLSTSGMSVGWIRQPPGKALEWLADIWWDDKKDYNPSLKSRLTISKDTSKNQVVLKVTNMDPADTATY
YCARSMITNWYFDVWGAGTTTVSS (SEQ ID N°; 123)

>Juncao de splice com sequéncia flanqueadora no AAV com emAb anti-RSV humano
CAGGTAAGTCTGCTGTCTGGGGATAGCGGGGAGCCAGGTGTACTGGGCCAGGCAAGGGCTTTGGATC (SEQ ID N°: 124)

>Homologia a jusante do T7 humano no AAV com emAb anti-RSV humano
GTAGGACTGCAAGATCGCTGCACAGCAGCGAATCGTGAAATATTTTCTTTAGAATTATGAGGTGCGCTGTGTGTCAACCTGCATCTTAAATTC
TTTATTGGCTGGAAAGAGAACTGTCGGAGTGGGTGAATCCAGCCAGGAGGGACGCGTAGCCCCGGTCTTGATGAGAGCAGGGTTGGGGGC
AGGGGTAGCCCAGAAACGGTGGCTGCCGTCCTGACAGGGGCTTAGGGAGGCTCCAGGACCTCAGTGCCTTGAAGCTGGTTTCCATGAGAA
AAGGATTGTTTATCTTAGGAGGCATGCTTACTGTTAAAAGACAGGATATGTTTGAAGTGGCTTCTGAGAAAAATGGTTAAGAAAATTATGACTT
AAAAATGTGAGAGATTTTCAAGTATATTAATTTTTTTAACTGTCCAAGTATTTGAAATTCTTATCATTTGATTAACACCCATG (SEQ ID N°: 125)
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>Sequéncia de codificacao da cadeia leve do hRSV sem sequéncia de sinal no AVV com emAb anti-RSV humano
GACATCCAGATGACACAGAGCCCTAGCACACTGTCTGCCAGCGTGGGCGACAGAGTGACCATCACATGCAAGTGCCAGCTGAG
CGTGGGCTACATGCACTGGTATCAGCAAAAGCCCGGCAAGGCCCCTAAGCTGCTGATCTACGATACCTCCAAGCTGGCCTCTG
GCGTGCCCTCCAGATTTTCTGGCAGCGGCAGCGGAACCGAGTTCACCCTGACCATCTCAAGCCTGCAGCCTGACGACTTCGCT
ACGTACTACTGCTTCCAAGGCAGCGGCTACCCCTTCACATTTGGCGGCGGAACAAAGCTGGAAATCAAGCGGACTGTGGCCGC
TCCTAGCGTGTTCATCTTTCCACCTAGCGACGAGCAGCTGAAGTCTGGCACTGCCTCTGTCGTGTGCCTGCTGAACAACTTCTA
CCCTCGAGAGGCCAAGGTGCAGTGGAAAGTGGACAATGCCCTGCAGAGCGGCAACAGCCAAGAGTCTGTGACCGAGCAGGAC
TCCAAGGATTCCACCTACAGCCTGTCTAGCACCCTGACTCTGAGCAAGGCCGACTACGAGAAGCACAAGGTGTACGCCTGCGA
AGTGACACACCAGGGACTGAGCAGCCCTGTGACCAAGAGCTTCAATCGGGGCGAGTGC (SEQ ID Ne°: 280)

>Sequéncia de aminoacidos da cadeia leve do hRSV sem peptideo de sinal no AVV com emAb anti-RSV humano
DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCKCQLSVGYMHWYQQKPGKAPKLLIYDTSKLASGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPDDFATYYCF
QGSGYPFTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLS
STLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID N°: 285)
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AAV com emAb anti-RSV murideo (3.134 bp)
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>Regido a montante do mB3 Balb/C murideo no AAV com anti-RSV murideo
CCAGGGGTGATTCTAGTCAGACTCTGGGGTTTTTGTCGGGTATAGAGGAAAAATCCACTATTGTGATTACTATGCTATGGACTACTGGGGTC
AAGGAACCTCAGTCACCGTCTCCTCAGGTAAGAATGGCCTCTCCAGGTCTTTATTTTTAACCTTTGTTATGGAGTTTTCTGAGCATTGCAGAC
TAATCTTGGATATTTGTCCCTGAGGGAGCCGGCTGAGAGAAGTTGGGAAATAAACTGTCTAGGGATCTCAGAGCCTTTAGGACAGATTATCT
CCACATCTTTGAAAAACTAAGAATCTGTGTGATGGTGTTGGTGGAGTCCCTGGATGATGGGATAGGGACTTTGGAGGCTCATTTGAGGGAGA
TGCTAAAACAATCCTATGGCTGGAGGGATAGTTGGGGCTGTAGTTGGAGATTTTCAGTTTTTAGAATAAAAGTATTAGTTGTGGAATATACTT
CAGGACCACCTCTGTGACAGCATTTATACAGTATCCGATG (SEQ ID N°: 127)

>Promotor J558H10 no AAV com anti-RSV murideo
GACAAGTGAGTGTCTCAGGTTAGGATTCTATTTTAAGATTGAGATATTAGGCTTTGATACTACATCTAAATGGTCTGTACATGTCTCGAAGAAA
GTTCTTCAGACAGAGTTAGGACTTGGATCCAGGAGTTAGGACTTGGACTGACTCAGGAGGACTCTAGTTTCTTCTTCTCCAGCTGGAATGTC
CTTATGTAAGAAAAGCCTTGCCTCATGAGTATGCAAATCATGTGCGACTGTGATGATTAATATAGGGATATCCACACCAAACATCATATGAGC
CCTATCTTCTCTACAGACACTGAATCTCAAGGTCCTTACA (SEQ ID N°: 128)

>Sequéncia de codificagdo do peptideo de sinal no AAV com anti-RSV murideo
ATGGAAACCGACACACTGCTGCTGTGGGTGCTGCTTCTTTGGGTGCCCGGAAGCACAGGC (SEQ ID N°: 129)

>Sequéncia de codificacao da cadeia leve kappa do mRSV no AAV com anti-RSV murideo
ATGGAAACCGACACACTGCTGCTGTGGGTGCTGCTTCTTTGGGTGCCCGGAAGCACAGGCGACATCCAGCTGACACAGAGCCCTGCCATC
ATGTCTGCTAGCCCTGGCGAGAAAGTGACAATGACCTGTTCCGCCAGCAGCTCCGTGGGCTACATGCACTGGTATCAGCAGAAGTCTAGCA
CAAGCCCCAAGCTGTGGATCTACGACACCTCCAAGCTGGCCTCTGGCGTGCCAGGCAGATTTTCTGGAAGCGGCAGCGGCAACAGCTACA
GCCTGACTATCAGCTCCATCCAGGCCGAGGATGTGGCTACCTACTACTGCTTCAGAGGCAGCGGCTACCCCTTCACATTTGGCCAGGGCAC
CAAGCTGGAAATCAAGGCCGATGCCGCTCCTACCGTGTCTATCTTTCCACCTAGCAGCGAGCAGCTGACATCTGGCGGAGCCTCTGTCGTG
TGCTTCCTGAACAACTTCTACCCTAAGGACATCAACGTCAAGTGGAAGATCGACGGCTCCGAGAGACAGAACGGCGTGCTGAACTCTTGGA
CCGACCAGGACAGCAAGGATAGCACCTACAGCATGAGCAGCACTCTGACCCTGACAAAGGACGAGTACGAGAGGCACAACTCCTACACAT
GCGAGGCCACACACAAGACCAGCACATCCCCAATCGTGAAGTCCTTCAACCGGAACGAGTGC (SEQ ID N°: 130)
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>Sequéncia de codificacao da cadeia leve variavel do mPalivizumabe no AAV com emAb anti-RSV murideo
GACATCCAGCTGACACAGAGCCCTGCCATCATGTCTGCTAGCCCTGGCGAGAAAGTGACAATGACCTGTTCCGCCAGCAGCTCCGTGGGC
TACATGCACTGGTATCAGCAGAAGTCTAGCACAAGCCCCAAGCTGTGGATCTACGACACCTCCAAGCTGGCCTCTGGCGTGCCAGGCAGAT
TTTCTGGAAGCGGCAGCGGCAACAGCTACAGCCTGACTATCAGCTCCATCCAGGCCGAGGATGTGGCTACCTACTACTGCTTCAGAGGCAG
CGGCTACCCCTTCACATTTGGCCAGGGCACCAAGCTGGAAATCAAG (SEQ ID Ne°: 131)

>Sequéncia de codificagdo da cadeia leve constante kappa do migL no AAV com emAb anti-RSV murideo
GCCGATGCCGCTCCTACCGTGTCTATCTTTCCACCTAGCAGCGAGCAGCTGACATCTGGCGGAGCCTCTGTCGTGTGCTTCCTGAACAACT
TCTACCCTAAGGACATCAACGTCAAGTGGAAGATCGACGGCTCCGAGAGACAGAACGGCGTGCTGAACTCTTGGACCGACCAGGACAGCA
AGGATAGCACCTACAGCATGAGCAGCACTCTGACCCTGACAAAGGACGAGTACGAGAGGCACAACTCCTACACATGCGAGGCCACACACAA
GACCAGCACATCCCCAATCGTGAAGTCCTTCAACCGGAACGAGTGC (SEQ ID N°: 132)

>A sequéncia de codificagdo do ligante GSSG-streptag no AAV com emAb anti-RSV murideo € a SEQ ID N°: 116

>Sequéncia de codificagdo da cadeia pesada variavel do mPalivizumabe no AAV com emAb anti-RSV murideo
CAGGTGGAACTGCAAGAAAGCGGCCCTGGCATCCTGCAGCCTTCTCAGACACTGAGCCTGACCTGTAGCTTCAGCGGCTTCAGCCTGAGC
ACAAGCGGCATGTCTGTCGGCTGGATCAGACAGCCTTCTGGCGAAGGACTGGAATGGCTGGCCGACATTTGGTGGGACGACAAGAAGGAC
TACAACCCCAGCCTGAAGTCCAGACTGACCATCAGCAAGGACACCAGCAGCAACCAGGTGTTCCTGAAGATCACCGGCGTGGACACAGCC
GATACCGCCACCTATTACTGCGCCAGATCCATGATCACCAACTGGTACTTCGACGTGTGGGGCGCTGGCACCACAGTGACCGTCTCCTCA
(SEQ ID N°;: 133)

>Sequéncia de aminoacidos do peptideo de sinal no AAV com emAb anti-RSV murideo
METDTLLLWVLLLWVPGSTG (SEQ ID N°: 134)

>Sequéncia de aminoacidos da cadeia leve kappa do mRSV no AAV com emAb anti-RSV murideo
METDTLLLWVLLLWVPGSTGDIQLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVGYMHWYQQKSSTSPKLWIYDTSKLASGVPGRFSGSGSGNSYSLTIS
SIQAEDVATYYCFRGSGYPFTFGQGTKLEIKADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINVKWKIDGSERQNGVLNSWTDQDSKDSTY
SMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEATHKTSTSPIVKSFNRNEC (SEQ ID N°: 135)
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>Sequéncia de aminoacidos da cadeia leve variavel do mPalivizumabe no AAV com emAb anti-RSV murideo
DIQLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVGYMHWYQQKSSTSPKLWIYDTSKLASGVPGRFSGSGSGNSYSLTISSIQAEDVATYYCFRGSGYPF
TFGQGTKLEIK (SEQ ID N°: 136)

>Sequéncia de aminoacidos da cadeia leve constante kappa do migL no AAV com emAb anti-RSV murideo
ADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINVKWKIDGSERQNGVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEATHKTSTS
PIVKSFNRNEC (SEQ ID N°: 137)

>A sequéncia de aminoacidos do ligante GSSG-streptag no AAV com emAb anti-RSV murideo é a SEQ ID N°: 122
>Sequéncia de aminoacidos da cadeia pesada variavel do mPalivizumabe no AAV com emAb anti-RSV murideo

QVELQESGPGILQPSQTLSLTCSFSGFSLSTSGMSVGWIRQPSGEGLEWLADIWWDDKKDYNPSLKSRLTISKDTSSNQVFLKITGVDTADTATYY
CARSMITNWYFDVWGAGTTVTVSS (SEQ ID N°: 138)

>Juncéo de splice com sequéncia flanqueadora no AAV com emAb anti-RSV murideo
CAGGTGAGTCCTAACTTCTCCCATTCTAAATGCATGTTGGGGGGATTCTGGGCCTTCAGGACCA (SEQ ID Ne°: 139)

>Regido a jusante do mB3 Balb/C murideo no AAV com emAb anti-RSV murideo
CATAGGGACAAAGAGTGGAGTGGGGCACTTTCTTTAGATTTGTGAGGAATGTTCCGCACTAGATTGTTTAAAACTTCATTTGTTGGAAGGAGA
GCTGTCTTAGTGATTGAGTCAAGGGAGAAAGGCATCTAGCCTCGGTCTCAAAAGGGTAGTTGCTGTCTAGAGAGGTCTGGTGGAGCCTGCA
AAAGTCCAGCTTTCAAAGGAACACAGAAGTATGTGTATGGAATATTAGAAGATGTTGCTTTTACTCTTAAGTTGGTTCCTAGGAAAAATAGTTA
AATACTGTGACTTTAAAATGTGAGAGGGTTTTCAAGTACTCATTTTTTTAAATGTCCAAAATTTTTGTCAATCAGTTTGAGGTCTTGTTTGTGTA
GAACTGATATTACTTAAAGTTTAACCGAGGAATGGGAGTGAGGCTCTCTCATAACCTATTCAGAACTGACTTTTAACAATAATAAATTAAGTTT
AAAATATTTTTAAATGAATTGAGCAATGTTGAGTTGGAGTCAAGATGGCCGATCAGAACCAGAACACCTGCAGCAGCTGGCAGGAAGCAGGT
CATGTGGCAAGGCTATTTGGGGAAGGGAAAATAAAACCACTAGGTAAACTTGTAGCTGTGGTTTGAAGAAGTGGTTTTGAAACACTCTGTCC
AGCCCCACCAAACCGAAAGTCCAGGCTGAGCAAAACACCACCTGGGTAATTTGCATTTCTAAAATAAGTTGAGGATTCAGCCGAAACTGGAG
AGGTCCTCTTTTAACTTATTGAGTTCAACCTTTTAATTTTAGCTTGAGTAGTTCTAGTTTCCCCAAACTTAAGTTTATCGACTTCTAAAATGTATT
TAGAATTCATTTTCAAAATTAGGTTATGTAAGAAATTGAAGGACTTTAGTGTCTTTAATTTCTAATATATTTAGAAAACTTCTTAAAATTACTCTA
TTATTCTTCCCTCTGATTATTGGTCTCCATTCA (SEQ ID N°: 140)
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>Sequéncia de codificacao da cadeia leve kappa do mRSV sem sequéncia de sinal no AAV com emAb anti-RSV murideo
GACATCCAGCTGACACAGAGCCCTGCCATCATGTCTGCTAGCCCTGGCGAGAAAGTGACAATGACCTGTTCCGCCAGCAGCTCCGTGGGC
TACATGCACTGGTATCAGCAGAAGTCTAGCACAAGCCCCAAGCTGTGGATCTACGACACCTCCAAGCTGGCCTCTGGCGTGCCAGGCAGAT
TTTCTGGAAGCGGCAGCGGCAACAGCTACAGCCTGACTATCAGCTCCATCCAGGCCGAGGATGTGGCTACCTACTACTGCTTCAGAGGCAG
CGGCTACCCCTTCACATTTGGCCAGGGCACCAAGCTGGAAATCAAGGCCGATGCCGCTCCTACCGTGTCTATCTTTCCACCTAGCAGCGAG
CAGCTGACATCTGGCGGAGCCTCTGTCGTGTGCTTCCTGAACAACTTCTACCCTAAGGACATCAACGTCAAGTGGAAGATCGACGGCTCCG
AGAGACAGAACGGCGTGCTGAACTCTTGGACCGACCAGGACAGCAAGGATAGCACCTACAGCATGAGCAGCACTCTGACCCTGACAAAGG
ACGAGTACGAGAGGCACAACTCCTACACATGCGAGGCCACACACAAGACCAGCACATCCCCAATCGTGAAGTCCTTCAACCGGAACGAGTG
C (SEQ ID N°: 281)

>Sequéncia de aminoacidos da cadeia leve kappa do mRSV no AAV com emAb anti-RSV murideo
DIQLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVGYMHWYQQKSSTSPKLWIYDTSKLASGVPGRFSGSGSGNSYSLTISSIQAEDVATYYCFRGSGYPF
TFGQGTKLEIKADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINVKWKIDGSERQNGVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYT
CEATHKTSTSPIVKSFNRNEC (SEQ ID N°; 286)
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ms-emAb-RSV-dsDNA (1.736 np)
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>Sequéncia de homologia a montante (iniciador F) no ms-emAb-RSV-dsDNA
ACCACCTCTGTGACAGCATTTATACAGTATCCGATGGAT (SEQ ID N°: 142)

>0 promotor J558H10 no ms-emAb-RSV-dsDNA é a SEQ ID N°: 128

>A sequéncia de codificacdo do peptideo de sinal no ms-emAb-RSV-dsDNA é a SEQ ID N°: 129

>A sequéncia de codificagdo da cadeia leve do mPalivizumabe no ms-emAb-RSV-dsDNA ¢é a SEQ ID N°: 130

>A sequéncia de codificagdo da cadeia leve variavel do mPalivizumabe no ms-emAb-RSV-dsDNA é a SEQ ID N°: 131

>A sequéncia de codificacdo da cadeia leve constante kappa do mPalivizumabe no ms-emAb-RSV-dsDNA é a SEQ ID N°: 132
>A sequéncia de codificagdo do ligante GSSG-streptag no ms-emAb-RSV-dsDNA é a SEQ ID N°: 116

>A sequéncia de codificagdo da cadeia pesava variavel do mPalivizumabe no ms-emAb-RSV-dsDNA é a SEQ ID N°; 133

>A sequéncia de aminoacidos do peptideo de sinal no ms-emAb-RSV-dsDNA é a SEQ ID N°: 134

>A sequéncia de aminoacidos da cadeia leve do mPalivizumabe no ms-emAb-RSV-dsDNA é a SEQ ID N°: 135

>A sequéncia de aminoacidos de cadeia leve variavel do mPalivizumabe no ms-emAb-RSV-dsDNA é a SEQ ID N°: 136

>A sequéncia de aminoacidos da cadeia leve constante kappa do mPalivizumabe no ms-emAb-RSV-dsDNA é a SEQ ID N°: 137
>A sequéncia de aminoacidos do ligante GSSG-streptag no ms-emAb-RSV-dsDNA é a SEQ ID N°: 122

>A sequéncia de aminoacidos da cadeia pesada variavel do mPalivizumabe no ms-emAb-RSV-dsDNA é a SEQ ID N°: 138

>A juncéo de splice com sequéncia flanqueadora no ms-emAb-RSV-dsDNA é a SEQ ID N°: 139

>Sequéncia de homologia a jusante no ms-emAb-RSV-dsDNA

ATCCATAGGGACAAAGAGTGGAGTGGGGCACTTTCTTTA (SEQ ID N°: 143)

>Sequéncia de codificagdo da cadeia leve do mPalivizumabe sem sequéncia de sinal no ms-emAb-RSV-dsDNA é a SEQ ID N°: 281

>A sequéncia de aminoacidos da cadeia leve do mPalivizumabe sem o peptideo de sinal no ms-emAb-RSV-dsDNA é a SEQ ID N°: 286
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hu-emAb-VRC01-AAV (2.551 bp)
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>A homologia a montante do T7 humano no Hu-emAb-VRCO01-AAV é a SEQ ID N°: 110
>0 promotor IgVH1-69 no Hu-emAb-VRC01-AAV é a SEQ ID N°: 111
>A sequéncia de codificagcdo do peptideo de sinal no Hu-emAb-VRC01-AAV é a SEQ ID N°: 112

>Sequéncia de codificacao da cadeia leve do VRCO01 no Hu-emAb-VRC01-AAV
ATGGCTACCGGCAGCAGAACAAGCCTGCTGCTCGCTTTTGGACTGCTCTGTCTCCCCTGGTTGCAAGAAGGCAGCGCCGAAATTGTGTTGA
CACAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAACAGCCATCATCTCTTGTCGGACCAGTCAGTATGGTTCCTTAGCCTGGTATCAA
CAGAGGCCCGGCCAGGCCCCCAGGCTCGTCATCTATTCGGGCTCTACTCGGGCCGCTGGCATCCCAGACAGGTTCAGCGGCAGTCGGTG
GGGGCCAGACTACAATCTCACCATCAGCAACCTGGAGTCGGGAGATTTTGGTGTTTATTATTGCCAGCAGTATGAATTTTTTGGCCAGGGGA
CCAAGGTCCAGGTCGACATTAAGCGCACTGTGGCCGCTCCTAGCGTGTTCATCTTTCCACCTAGCGACGAGCAGCTGAAGTCTGGCACTGC
CTCTGTCGTGTGCCTGCTGAACAACTTCTACCCTCGAGAGGCCAAGGTGCAGTGGAAAGTGGACAATGCCCTGCAGAGCGGCAACAGCCA
AGAGTCTGTGACCGAGCAGGACTCCAAGGATTCCACCTACAGCCTGTCTAGCACCCTGACTCTGAGCAAGGCCGACTACGAGAAGCACAAG
GTGTACGCCTGCGAAGTGACACACCAGGGACTGAGCAGCCCTGTGACCAAGAGCTTCAATCGGGGCGAGTGC (SEQ ID N°: 145)

>Sequéncia de codificagdo da cadeia leve variavel do VRCO01 no Hu-emAb-VRC01-AAV
GAAATTGTGTTGACACAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAACAGCCATCATCTCTTGTCGGACCAGTCAGTATGGTTCCTT
AGCCTGGTATCAACAGAGGCCCGGCCAGGCCCCCAGGCTCGTCATCTATTCGGGCTCTACTCGGGCCGCTGGCATCCCAGACAGGTTCAG
CGGCAGTCGGTGGGGGCCAGACTACAATCTCACCATCAGCAACCTGGAGTCGGGAGATTTTGGTGTTTATTATTGCCAGCAGTATGAATTTT
TTGGCCAGGGGACCAAGGTCCAGGTCGACATTAAGCGC (SEQ ID Ne°: 146)

>A sequéncia de codificagdo da cadeia leve constante kappa no Hu-emAb-VRC01-AAV é a SEQ ID N°: 115
>A sequéncia de codificagdo do ligante GSSG-streptag no Hu-emAb-VRC01-AAV é a SEQ ID N°: 116

>Sequéncia de codificagdo da cadeia pesada variavel do VRC01 no Hu-emAb-VRC01-AAV
CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGGTCAGATGAAGAAGCCTGGCGAGTCGATGAGAATTTCTTGTCGGGCTTCTGGATATGAATTTATTG
ATTGTACGCTAAATTGGATTCGTCTGGCCCCCGGAAAAAGGCCTGAGTGGATGGGATGGCTGAAGCCTCGAGGTGGCGCGGTCAACTACG
CACGTCCACTTCAGGGCAGAGTGACCATGACTCGAGACGTTTATTCCGACACAGCCTTTTTGGAGCTGCGCTCGTTGACAGTAGACGACAC
GGCCGTCTACTTTTGTACTAGGGGAAAAAACTGTGATTACAATTGGGACTTCGAACACTGGGGCCGGGGCACCCCGGTCATCGTCTCATCA
(SEQ ID N°: 147)
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FIG. 25E (continuagéo)
>A sequéncia de aminoacidos do peptideo de sinal no Hu-emAb-VRC01-AAV é a SEQ ID N°: 118
>Sequéncia de aminoacidos da cadeia leve do VRC01 no Hu-emAb-VRCO01-AAV
MATGSRTSLLLAFGLLCLPWLQEGSAEIVLTQSPGTLSLSPGETAIISCRTSQYGSLAWYQQRPGQAPRLVIYSGSTRAAGIPDRFSGSRWGPDYN
LTISNLESGDFGVYYCQQYEFFGQGTKVQVDIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSK
DSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID N°: 148)
>Sequéncia de aminoacidos da cadeia leve variavel do VRC01 no Hu-emAb-VRC01-AAV
EIVLTQSPGTLSLSPGETAIISCRTSQYGSLAWYQQRPGQAPRLVIYSGSTRAAGIPDRFSGSRWGPDYNLTISNLESGDFGVYYCQQYEFFGQGT
KVQVDIKR (SEQ ID N°: 149)
>A sequéncia de aminoacidos da cadeia leve constante kappa no Hu-emAb-VRCO01-AAV é a SEQ ID N°: 121
>A sequéncia de aminoacidos do ligante GSSG-streptag no Hu-emAb-VRC01-AAV é a SEQ ID N°: 122
>Sequéncia de aminoacidos da cadeia pesada variavel do VRCO01 no Hu-emAb-VRC01-AAV
QVQLVQSGGQMKKPGESMRISCRASGYEFIDCTLNWIRLAPGKRPEWMGWLKPRGGAVNYARPLQGRVTMTRDVYSDTAFLELRSLTVDDTAV
YFCTRGKNCDYNWDFEHWGRGTPVIVSS (SEQ ID N°: 150)
>Juncgéo de splice com sequéncia flanqueadora em constructos da invengao
CAGGTGAGTTGGCTTTCCTTCTGCCTCCTTTCTCTGGGCCCAGCGTCCTCTGACCTGGAGCTGGGAGATAATGTCCGGGGGCTCCTT (SEQ
ID N°: 151)

>A homologia a jusante do T7 humano no Hu-emAb-VRC01-AAV é a SEQ ID N°: 125
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>Sequéncia de codificacao da cadeia leve do VRC01 no Hu-emAb-VRC01-AAV
GAAATTGTGTTGACACAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAACAGCCATCATCTCTTGTCGGACCAGTCAGTATGGTTCCTT
AGCCTGGTATCAACAGAGGCCCGGCCAGGCCCCCAGGCTCGTCATCTATTCGGGCTCTACTCGGGCCGCTGGCATCCCAGACAGGTTCAG
CGGCAGTCGGTGGGGGCCAGACTACAATCTCACCATCAGCAACCTGGAGTCGGGAGATTTTGGTGTTTATTATTGCCAGCAGTATGAATTTT
TTGGCCAGGGGACCAAGGTCCAGGTCGACATTAAGCGCACTGTGGCCGCTCCTAGCGTGTTCATCTTTCCACCTAGCGACGAGCAGCTGAA
GTCTGGCACTGCCTCTGTCGTGTGCCTGCTGAACAACTTCTACCCTCGAGAGGCCAAGGTGCAGTGGAAAGTGGACAATGCCCTGCAGAG
CGGCAACAGCCAAGAGTCTGTGACCGAGCAGGACTCCAAGGATTCCACCTACAGCCTGTCTAGCACCCTGACTCTGAGCAAGGCCGACTA

CGAGAAGCACAAGGTGTACGCCTGCGAAGTGACACACCAGGGACTGAGCAGCCCTGTGACCAAGAGCTTCAATCGGGGCGAGTGC (SEQ
ID N°; 282)

>Sequéncia de aminoacidos da cadeia leve do VRC01 sem peptideo de sinal no Hu-emAb-VRC01-AAV
EIVLTQSPGTLSLSPGETAIISCRTSQYGSLAWYQQRPGQAPRLVIYSGSTRAAGIPDRFSGSRWGPDYNLTISNLESGDFGVYYCQQYEFFGQGT
KVQVDIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEV
THQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID N°: 287)
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FIG. 25F
hu-emAb-Medi8852-AAV (2.544 bp)
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>Regido de homologia a montante do T7 humano em constructos da invengao
TGTGACGCCCGGAGACAGAAGGTCTCTGGGTGGCTGGGTTTTTGTGGGGTGAGGATGGACATTCTGCCATTGTGATTACTACTACTACTAC
TACATGGACGTCTGGGGCAAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGGTAAGAATGGCCACTCTAGGGCCTTTGTTTTCTGCTACTGCCTGT
GGGGTTTCCTGAGGGCATGTTCCGAGGGGACCTGGGCGGACTGGCCAGGAGGGGATGGGCACTGGGGTGCCTTGAGGATCTGGGAGCC
TCTGTGGATTTTCCGATGCCTTTGGAAAATGGGACTCAGGTTGGGTGCGTCTGATGGAGTAACTGAGCCTGGGGGCTTGGGGAGCCACATT
TGGACGAGATGCCTGAACAAACCAGGGGTCTTAGTGATGGCTGAGGAATGTGTCTCAGGAGCGGTGTCT (SEQ ID N°: 153)

>0 promotor IgVH1-69 no hu-emAb-Medi8852-AAV é a SEQ ID N°: 111
>A sequéncia de codificacdo do peptideo de sinal no hu-emAb-Medi8852-AAV é a SEQ ID N°: 112

>Sequéncia de codificacao da cadeia leve do Medi8852 no hu-emAb-Medi8852-AAV
ATGGCTACCGGCAGCAGAACAAGCCTGCTGCTCGCTTTTGGACTGCTCTGTCTCCCCTGGTTGCAAGAAGGCAGCGCCGATATTCAGATGA
CCCAGAGCCCTTCCAGCCTGTCCGCTTCAGTGGGGGATCGAGTGACCATTACCTGCCGAACCAGCCAGAGCCTGAGCTCCTACACGCACT
GGTATCAGCAGAAGCCCGGCAAAGCCCCTAAGCTGCTGATCTACGCCGCTTCTAGTCGGGGGTCCGGAGTGCCAAGCCGGTTCTCCGGAT
CTGGGAGTGGAACCGACTTTACCCTGACAATTTCAAGCCTGCAGCCCGAGGATTTCGCTACATACTACTGTCAGCAGAGCAGAACTTTCGG
GCAGGGCACTAAGGTGGAGATCAAACGGACTGTGGCCGCTCCTAGCGTGTTCATCTTTCCACCTAGCGACGAGCAGCTGAAGTCTGGCACT
GCCTCTGTCGTGTGCCTGCTGAACAACTTCTACCCTCGAGAGGCCAAGGTGCAGTGGAAAGTGGACAATGCCCTGCAGAGCGGCAACAGC
CAAGAGTCTGTGACCGAGCAGGACTCCAAGGATTCCACCTACAGCCTGTCTAGCACCCTGACTCTGAGCAAGGCCGACTACGAGAAGCACA
AGGTGTACGCCTGCGAAGTGACACACCAGGGACTGAGCAGCCCTGTGACCAAGAGCTTCAATCGGGGCGAGTGC (SEQ ID Ne°: 154)

>Sequéncia de codificagdo da cadeia leve variavel do MEDI8852-VK anti-HA tronco no hu-emAb-Medi8852-AAV
GATATTCAGATGACCCAGAGCCCTTCCAGCCTGTCCGCTTCAGTGGGGGATCGAGTGACCATTACCTGCCGAACCAGCCAGAGCCTGAGCT
CCTACACGCACTGGTATCAGCAGAAGCCCGGCAAAGCCCCTAAGCTGCTGATCTACGCCGCTTCTAGTCGGGGGTCCGGAGTGCCAAGCC
GGTTCTCCGGATCTGGGAGTGGAACCGACTTTACCCTGACAATTTCAAGCCTGCAGCCCGAGGATTTCGCTACATACTACTGTCAGCAGAG
CAGAACTTTCGGGCAGGGCACTAAGGTGGAGATCAAA (SEQ ID N°: 155)

>A sequéncia de codificagdo da cadeia leve constante kappa no hu-emAb-Medi8852-AAV ¢é a SEQ ID N°: 115

>A sequéncia de codificagdo do ligante GSSG-streptag no hu-emAb-Medi8852-AAV é a SEQ ID N°: 116
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>Sequéncia de codificacao da cadeia pesava varia“vel do anti-HA-tronco no hu-emAb-Medi8852-AAV
CAGGTCCAGCTGCAGCAGAGCGGCCCCGGACTGGTCAAGCCTTCACAGACACTGAGCCTGACATGCGCCATTAGCGGAGATAGCGTGAGC
TCCTACAATGCCGTGTGGAACTGGATCAGGCAGTCTCCAAGTCGAGGACTGGAGTGGCTGGGACGAACATACTATAGATCCGGGTGGTACA
ATGACTATGCTGAATCAGTGAAAAGCCGAATTACTATCAACCCCGATACCTCCAAGAATCAGTTCTCTCTGCAGCTGAACAGTGTGACCCCT
GAGGACACAGCCGTGTACTACTGCGCCAGAAGCGGCCATATCACCGTCTTTGGCGTCAATGTGGATGCTTTCGATATGTGGGGGCAGGGG
ACTATGGTCACCGTCTCTTCA (SEQ ID N°: 156)

>A sequéncia de aminoacidos do peptideo de sinal no hu-emAb-Medi8852-AAV ¢é a SEQ ID N°: 118

>Sequéncia de aminoacidos da cadeia leve do Medi8852 no hu-emAb-Medi8852-AAV
MATGSRTSLLLAFGLLCLPWLQEGSADIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRTSQSLSSYTHWYQQKPGKAPKLLIYAASSRGSGVPSRFSGSGSGT
DFTLTISSLQPEDFATYYCQQSRTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSK
DSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID N°: 157)

>Sequéncia de aminoacidos da cadeia leve variavel do MEDI8852-VK anti-HA-tronco no hu-emAb-Medi8852-AAV
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRTSQSLSSYTHWYQQKPGKAPKLLIYAASSRGSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSRTFGQ
GTKVEIK (SEQ ID N°: 158)

>A sequéncia de aminoacidos da cadeia leve constante kappa no hu-emAb-Medi8852-AAV é a SEQ ID N°: 121

>A sequéncia de aminoacidos do ligante GSSG-streptag no hu-emAb-Medi8852-AAV ¢é a SEQ ID N°: 122

>Sequéncia de aminoacidos da cadeia pesava variavel do anti-HA-tronco no hu-emAb-Medi8852-AAV
QVQLQQSGPGLVKPSQTLSLTCAISGDSVSSYNAVWNWIRQSPSRGLEWLGRTYYRSGWYNDYAESVKSRITINPDTSKNQFSLQLNSVTPEDTA
VYYCARSGHITVFGVNVDAFDMWGQGTMVTVSS (SEQ ID N°: 159)

>A juncéo de splice com sequéncia flanqueadora no hu-emAb-Medi8852-AAV é a SEQ ID N°: 151

>A homologia a jusante do T7 humano no hu-emAb-Medi8852-AAV ¢é a SEQ ID N°: 125
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>Sequéncia de codificacao da cadeia leve do Medi8852 no hu-emAb-Medi8852-AAV
GATATTCAGATGACCCAGAGCCCTTCCAGCCTGTCCGCTTCAGTGGGGGATCGAGTGACCATTACCTGCCGAACCAGCCAGAGCCTGAGCT
CCTACACGCACTGGTATCAGCAGAAGCCCGGCAAAGCCCCTAAGCTGCTGATCTACGCCGCTTCTAGTCGGGGGTCCGGAGTGCCAAGCC
GGTTCTCCGGATCTGGGAGTGGAACCGACTTTACCCTGACAATTTCAAGCCTGCAGCCCGAGGATTTCGCTACATACTACTGTCAGCAGAG
CAGAACTTTCGGGCAGGGCACTAAGGTGGAGATCAAACGGACTGTGGCCGCTCCTAGCGTGTTCATCTTTCCACCTAGCGACGAGCAGCTG
AAGTCTGGCACTGCCTCTGTCGTGTGCCTGCTGAACAACTTCTACCCTCGAGAGGCCAAGGTGCAGTGGAAAGTGGACAATGCCCTGCAGA
GCGGCAACAGCCAAGAGTCTGTGACCGAGCAGGACTCCAAGGATTCCACCTACAGCCTGTCTAGCACCCTGACTCTGAGCAAGGCCGACT
ACGAGAAGCACAAGGTGTACGCCTGCGAAGTGACACACCAGGGACTGAGCAGCCCTGTGACCAAGAGCTTCAATCGGGGCGAGTGC (SEQ
ID N°: 283)

>Sequéncia de aminoacidos da cadeia leve do Medi8852 sem peptideo de sinal no hu-emAb-Medi8852-AAV
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRTSQSLSSYTHWYQQKPGKAPKLLIYAASSRGSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSRTFGQ
GTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEV
THQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID N°: 288)
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hu-emAb-AMMO1-AAV (2.555 bp)
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>A regido de homologia a montante do T7 humano no hu-emAb-AMMO01-AAV é a SEQ ID N°: 153
>0 promotor IgVH1-69 no hu-emAb-AMMO01-AAV ¢é a SEQ ID N°: 111
>A sequéncia de codificagcdo do peptideo de sinal no hu-emAb-AMMO01-AAV é a SEQ ID N°: 112

>Sequéncia de codificagdo da cadeia leve do AMMO1 no hu-emAb-AMMO01-AAV
ATGGCTACCGGCAGCAGAACAAGCCTGCTGCTCGCTTTTGGACTGCTCTGTCTCCCCTGGTTGCAAGAAGGCAGCGCCTCCTATGAGCTGA
CTCAGCCACCCTCAGTGTCAGTGGCCCCGGGGCAGAGGGCCACAATTACCTGTGGGGGACACAACATCGGAGCTAAAAATGTCCACTGGT
ACCAGCAGAAGCCAGGCCAGGCCCCTGTCCTGGTCATCCAATATGATAGCGACCGGCCCTCAGGGATCCCTGAGCGATTCTCTGGCTCCA
ACTCTGGGAGCACGGCCACCCTGACCATCAGCAGGGTCGAAGCCGGGGATGAGGCCGACTATTACTGTCAGGTGTGGGATAGTGGTCGTG
GGCATCCCCTTTATGTCTTCGGAGGTGGGACCAAGGTCACCGTCCTAGGTCAGCCCAAGGCCAACCCCACTGTCACTCTGTTCCCACCCTC
GAGTGAGGAGCTTCAAGCCAACAAGGCCACACTGGTGTGTCTCATAAGTGACTTCTACCCGGGAGCCGTGACAGTGGCCTGGAAGGCAGA
TAGCAGCCCCGTCAAGGCGGGAGTGGAGACCACCACACCCTCCAAACAAAGCAACAACAAGTACGCGGCCAGCAGCTACCTGAGCCTGAC
GCCTGAGCAGTGGAAGTCCCACAGAAGCTACAGCTGCCAGGTCACGCATGAAGGGAGCACCGTGGAGAAGACAGTGGCCCCTACAGAATG
TTCA (SEQ ID N°: 161)

>Sequéncia de codificacao da cadeia leve variavel lambda do AMMO1 no hu-emAb-AMMO1-AAV
TCCTATGAGCTGACTCAGCCACCCTCAGTGTCAGTGGCCCCGGGGCAGAGGGCCACAATTACCTGTGGGGGACACAACATCGGAGCTAAA
AATGTCCACTGGTACCAGCAGAAGCCAGGCCAGGCCCCTGTCCTGGTCATCCAATATGATAGCGACCGGCCCTCAGGGATCCCTGAGCGA
TTCTCTGGCTCCAACTCTGGGAGCACGGCCACCCTGACCATCAGCAGGGTCGAAGCCGGGGATGAGGCCGACTATTACTGTCAGGTGTGG
GATAGTGGTCGTGGGCATCCCCTTTATGTCTTCGGAGGTGGGACCAAGGTCACCGTCCTAGGTCAGCCCAAGGCCAACCCCACTGTCACTC
TGTTCCCACCC (SEQ ID N°: 162)

>Sequéncia de codificacao da cadeia leve constante lambda no hu-emAb-AMMO01-AAV
TCGAGTGAGGAGCTTCAAGCCAACAAGGCCACACTGGTGTGTCTCATAAGTGACTTCTACCCGGGAGCCGTGACAGTGGCCTGGAAGGCA
GATAGCAGCCCCGTCAAGGCGGGAGTGGAGACCACCACACCCTCCAAACAAAGCAACAACAAGTACGCGGCCAGCAGCTACCTGAGCCTG
ACGCCTGAGCAGTGGAAGTCCCACAGAAGCTACAGCTGCCAGGTCACGCATGAAGGGAGCACCGTGGAGAAGACAGTGGCCCCTACAGAA
TGTTCA (SEQ ID N°: 163)

>A sequéncia de codificagdo do ligante GSSG-streptag no hu-emAb-AMMO01-AAV é a SEQ ID N°: 116
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FIG. 25G (continuagéo)

>Sequéncia de codificacao da cadeia pesava variavel do AMMO1 no hu-emAb-AMMO01-AAV
CAGGTTCAGCTGGTGCAGTCTGGAGCTGATGTGAAGAAGCCTGGGGCCTCAGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGTTACACCTTTATTC
ATTTTGGTATCAGTTGGGTGCGGCAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGATGGATCGACACTAATAATGGTAACACAAACTATGC
ACAGAGTCTCCAGGGCAGAGTCACCATGACCACAGATACATCCACGGGCACAGCCTACATGGAGCTGAGGAGCCTCTCGACTGACGACAC
GGCCGTGTATTTCTGTGCGCGAGCTCTGGAAATGGGGCATAGAAGTGGCTTCCCATTTGACTACTGGGGCCAGGGAGTCCTGGTCACCGT
CTCCCCA (SEQ ID N°: 164)

>A sequéncia de aminoacidos do peptideo de sinal no hu-emAb-AMMO01-AAV é a SEQ ID N°: 118

>Sequéncia de aminoacidos da cadeia leve do AMMO1 no hu-emAb-AMMO01-AAV
MATGSRTSLLLAFGLLCLPWLQEGSASYELTQPPSVSVAPGQRATITCGGHNIGAKNVHWYQQKPGQAPVLVIQYDSDRPSGIPERFSGSNSGST
ATLTISRVEAGDEADYYCQVWDSGRGHPLYVFGGGTKVTVLGQPKANPTVTLFPPSSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVE
TTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTECS (SEQ ID N°: 165)

>Sequéncia de aminoacidos da cadeia leve variavel do AMMO1 no hu-emAb-AMMO01-AAV
SYELTQPPSVSVAPGQRATITCGGHNIGAKNVHWYQQKPGQAPVLVIQYDSDRPSGIPERFSGSNSGSTATLTISRVEAGDEADYYCQVWDSGR
GHPLYVFGGGTKVTVLGQPKANPTVTLFPP (SEQ ID N°: 166)

>Sequéncia de aminoacidos da cadeia leve constante lambda do AMMO1 no hu-emAb-AMMO01-AAV
SSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTECS
(SEQ ID N°: 167)

>A sequéncia de aminoacidos do ligante GSSG-streptag no hu-emAb-AMMO1-AAV é a SEQ ID N°: 122

>Sequéncia de aminoacidos da cadeia pesada variavel do AMMO1 no hu-emAb-AMMO1-AAV
QVQLVQSGADVKKPGASVKVSCKASGYTFIHFGISWVRQAPGQGLEWMGWIDTNNGNTNYAQSLQGRVTMTTDTSTGTAYMELRSLSTDDTAV
YFCARALEMGHRSGFPFDYWGQGVLVTVSP (SEQ ID N°: 168)

>A juncao de splice com sequéncia flanqueadora no hu-emAb-AMMO1-AAV é a SEQ ID N°: 151

>A homologia a jusante do T7 humano no hu-emAb-AMMO01-AAV é a SEQ ID N°: 125
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FIG. 25G (continuagéo)

>Sequéncia de codificacao da cadeia leve do AMMO1 sem sequéncia de sinal no hu-emAb-AMMO01-AAV
TCCTATGAGCTGACTCAGCCACCCTCAGTGTCAGTGGCCCCGGGGCAGAGGGCCACAATTACCTGTGGGGGACACAACATCGGAGCTAAA
AATGTCCACTGGTACCAGCAGAAGCCAGGCCAGGCCCCTGTCCTGGTCATCCAATATGATAGCGACCGGCCCTCAGGGATCCCTGAGCGA
TTCTCTGGCTCCAACTCTGGGAGCACGGCCACCCTGACCATCAGCAGGGTCGAAGCCGGGGATGAGGCCGACTATTACTGTCAGGTGTGG
GATAGTGGTCGTGGGCATCCCCTTTATGTCTTCGGAGGTGGGACCAAGGTCACCGTCCTAGGTCAGCCCAAGGCCAACCCCACTGTCACTC
TGTTCCCACCCTCGAGTGAGGAGCTTCAAGCCAACAAGGCCACACTGGTGTGTCTCATAAGTGACTTCTACCCGGGAGCCGTGACAGTGGC
CTGGAAGGCAGATAGCAGCCCCGTCAAGGCGGGAGTGGAGACCACCACACCCTCCAAACAAAGCAACAACAAGTACGCGGCCAGCAGCTA
CCTGAGCCTGACGCCTGAGCAGTGGAAGTCCCACAGAAGCTACAGCTGCCAGGTCACGCATGAAGGGAGCACCGTGGAGAAGACAGTGG
CCCCTACAGAATGTTCA (SEQ ID N°: 284)

>Sequéncia de aminoacidos da cadeia leve do AMMO1 sem peptideo de sinal no hu-emAb-AMMO01-AAV
SYELTQPPSVSVAPGQRATITCGGHNIGAKNVHWYQQKPGQAPVLVIQYDSDRPSGIPERFSGSNSGSTATLTISRVEAGDEADYYCQVWDSGR
GHPLYVFGGGTKVTVLGQPKANPTVTLFPPSSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQW
KSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTECS (SEQ ID N°: 289)
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FIG. 25H
mRSV-Integracao de Splice de Balb/C (2.261 bp)
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FIG. 25H (continuacéo)
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FIG. 25H (continuacéo)
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FIG. 25H (continuacéo)
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FIG. 25H (continuacéo)
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FIG. 25H (continuagao)
TCAAGGGAGAAAGGCATCTAGCCTCGGTCTCAAAAGGGTAGTTGCTGTCTAGAGAGGTCTGGTGGAGCCTGCAAAAGTCCAGCTTTCAAAGGAACACAGAAGTATGT

I \ \
2.160 2.180 2.200 2.220 2.240

GTATGGAATATTAG (SEQ ID NO: 108)

2.250 2.260
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FIG. 25H (continuacéo)

>DNA gendmico flanqueador a montante no mRSV-Integragcéo de Splice de Balb/C
AGGACCACCTCTGTGACAGCATTTATACAGTATCCGATG (SEQ ID N°: 170)

>0 promotor J558H10 no mRSV-Integracéo de Splice de Balb/C é a SEQ ID N°: 128

>A sequéncia de codiicagdo do peptideo de sinal no mRSV-Integragédo de Splice de Balb/C é a SEQ ID N°: 129

>A sequéncia de codificagdo da cadeia leve do mPalivizumabe no mRSV-Integracéo de Splice de Balb/C é a SEQ ID N°: 130

>A sequéncia de codificagdo da cadeia leve variavel do mPalivizumabe no mRSV-Integragéo de Splice de Balb/C € a SEQ ID N°: 131

>A sequéncia de codificagdo da cadeia leve constante kappa do mPalivizumabe no mRSV-Integragcéo de Splice de Balb/C € a SEQ ID N°: 132
>A sequéncia de codificagdo do ligante GSSG-streptag no mRSV-Integracéo de Splice de Balb/C é a SEQ ID N°: 116

>A sequéncia de codificagdo da cadeia pesava variavel do mPalivizumabe no mRSV-Integracdo de Splice de Balb/C ¢ a SEQ ID N°: 133

>A sequéncia de aminoacidos do peptideo de sinal no mRSV-Integracao de Splice de Balb/C é a SEQ ID N°: 134

>A sequéncia de aminoacidos da cadeia leve do mPalivizumabe no mRSV-Integragédo de Splice de Balb/C é a SEQ ID N°: 135

>A sequéncia de aminoacidos da cadeia leve variavel do mPalivizumabe no mRSV-Integragao de Splice de Balb/C é a SEQ ID N°: 136

>A sequéncia de aminoacidos da cadeia leve constante kappa do mPalivizumabe no mRSV-Integragéo de Splice de Balb/C é a SEQ ID N°: 137
>A sequéncia de aminoacidos do ligante GSSG-streptag no mRSV-Integragdo de Splice de Balb/C € a SEQ ID N°: 122

>A sequéncia de aminoacidos da cadeia pesada variavel do mPalivizumabe no mRSV-Integragao de Splice de Balb/C é a SEQ ID N°: 138
>A juncao de splice com sequéncia flanqueadora no mRSV-Integragédo de Splice de Balb/C € a SEQ ID N°: 139

>DNA gendmino flanqueador a jusante no mRSV-Integragao de Splice de Balb/C
CATAGGGACAAAGAGTGGAGTGGGGCACTTTCTTTAGATTT (SEQ ID N°: 171)

>A sequéncia de codificagdo da cadeia leve do mPalivizumabe sem sequéncia de sinal no mRSV-Integracao de Splice de Balb/C é a SEQ ID
Ne°: 281

>A sequéncia de aminoacidos de cadeia leve do mPalivizumabe sem peptideo de sinal no mRSV-Integracdo de Splice de Balb/C é a SEQ ID
Ne°: 286
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FIG. 25l
TT-hRSV-T7-integrado (1.707 bp)
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FIG. 25l (continuacg&o)
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FIG. 25l (continuacg&o)
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FIG. 25l (continuacg&o)
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FIG. 25l (continuacg&o)
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FIG. 25l (continuacg&o)

>Sequéncia de DNA gendémico flanqueadora a montante no TT-hRSV-T7-integrado
GTCTTAGTGATGGCTGAGGAATGTGTCTCAGGAGCGGTGTC (SEQ ID N°: 173)

>0 promotor IgVH1-69 no TT-hRSV-T7-integrado é a SEQ ID N°: 111

>A sequéncia de codificagdo do peptideo de sinal no TT-hRSV-T7-integrado € a SEQ ID N°: 112

>A sequéncia de codificagdo da cadeia leve do hRSV no TT-hRSV-T7-integrado € a SEQ ID N°: 113

>A sequéncia de codificagdo da cadeia leve variavel do hRSV no TT-hRSV-T7-integrado € a SEQ ID N°: 114
>A sequéncia de codificagdo da cadeia leve constante kappa no TT-hRSV-T7-integrado € a SEQ ID N°: 115

>A sequéncia de codificagdo do ligante GSSG-streptag no TT-hRSV-T7-integrado é a SEQ ID N°: 116

>A sequéncia de codificagdo da cadeia pesava variavel do hRSV no TT-hRSV-T7-integrado é a SEQ ID N°: 117
>A sequéncia de aminoacidos do peptideo de sinal no TT-hRSV-T7-integrado € a SEQ ID N°: 118

>A sequéncia de aminoacidos da cadeia pesada do hRSV no TT-hRSV-T7-integrado é a SEQ ID N°: 119

>A sequéncia de aminoacidos da cadeai leve variavel do hRSV no TT-hRSV-T7-integrado é a SEQ ID N°: 120
>A sequéncia de aminoacidos da cadeia leve constante kappa no TT-hRSV-T7-integrado € a SEQ ID N°: 121
>A sequéncia de aminoacidos do ligante GSSG-streptag no TT-hRSV-T7-integrado € a SEQ ID N°: 122

>A sequéncia de aminoacidos da cadeia pesava variavel do hRSV no TT-hRSV-T7-integrado é a SEQ ID N°: 123
>A juncéo de splice com sequéncia flanqueadora no TT-hRSV-T7-integrado € a SEQ ID N°: 124

>Sequéncia de DNA gendémico flanqueador a jusante no TT-hRSV-T7-integrado
TGTAGGACTGCAAGATCGCTGCACAGCAGCGAATCGTGAAA (SEQ ID N°: 174)
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FIG. 25l (continuacg&o)

>A sequéncia de codificagdo da cadeia leve do hRSV sem sequéncia de sinal no TT-hRSV-T7-integrado € a SEQ ID N°: 280
>A sequéncia de aminoacidos da cadeia leve do hRSV sem sequéncia de sinal no TT-hRSV-T7-integrado € a SEQ ID N°; 285

Peticao 870200049077, de 20/04/2020, pég. 227/241



101/110

FIG. 26A
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FIG. 27A
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FIG. 27E
40+
[
o
+ [
i+
% 20- 'L
@
=
10+
0 #" T
(\'}@Qj &p
0@& Q°
C *
&
o
el
FIG. 27F FIG. 27G
Iniciagao Diferenciagao
(Dia 2) (Dia 18)
E 3000+
(=)}
=
<
I 20004
L]
-
8
|
£ 1000+
<
L]
0
@ n-
O 4;'/
& &
L &
Q N
&
> )
&
&
7]

Peticao 870200049077, de 20/04/2020, pég. 230/241



104/110

FIG. 28
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FIG. 29A FIG. 29B
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FIG. 30A
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FIG. 30D
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FIG. 31A
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FIG. 32A
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FIG. 33A
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RESUMO

"SISTEMAS E METODOS PARA PRODUZIR CELULAS B
GENETICAMENTE  MODIFICADAS PARA EXPRESSAR ANTICORPOS
SELECIONADOS"

A presente invencao refere-se a sistemas e métodos para modificar
geneticamente células B para que expressem anticorpos selecionados. Os sistemas
e métodos podem ser usados para: eliminar a necessidade de vacinagdes classicas;
oferecer protegdo contra agentes infecciosos contra os quais ainda ndo ha vacinas
disponiveis; oferecer protegdo contra agentes infecciosos quando os pacientes
tiverem a imunidade suprimida por algum outro motivo; e/ou prover um beneficio
oferecido por um anticorpo terapéutico, tal como no tratamento de transtornos

autoimunes.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
bioldgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

CA3A7DDA92B38FET

Campo 2

F 57 3F 33 4BBFA30B3

Outras Informacées:

- Nome do Arquivo: 201.648-6 - Listagem de Sequéncias.txt
- Data de Geracao do Cédigo: 20/04/2020
- Hora de Geracéo do Cddigo: 11:48:51
- Cédigo de Controle:
- Campo 1: CA3A7DDA92B38FE7
- Campo 2: F573F334BBFA30B3
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